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RESUMO

ASSIS, D.B. Avaliagao da atividade antioxidante e dos mecanismos
envolvidos no efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do 2-alilfenol.
2022. 103p. Tese (Pos-graduacdo em Desenvolvimento e Inovagao
Tecnologica em Medicamentos) — UFPB / CCS, Joao Pessoa.

O 2-alilfenol (2-AF) é um fenilpropanoide amplamente comercializado na China
sob 0 nome de Yinguo. Extraido do exosperma da fruta Ginkgo biloba, o 2-AF
apresenta atividade antibacteriana, antitumoral, antifungica e antinociceptiva ja
relatadas. Entretanto é necessario elucidar com mais detalhes o mecanismo
pelo qual o 2-AF promove seu efeito antinociceptivo por metodologias in silico,
in vivo e in vitro. O 2-AF foi adquirido da SIGMA (St. Louis, MO, EUA) e sua
administracao foi realizada nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg (i.p.) sempre trinta
minutos antes da realizacdo dos testes farmacolégicos. Todos os
procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo CEUA -
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPB -, sob a certiddo de n°
4443051018. Os experimentos iniciaram com a investigagdo do mecanismo
antinociceptivo do 2-AF. Para estudar a participacdo dos sistemas
nitroxidergico, GABAérgico e dopaminérgico administrou-se respectivamente L-
NNA, flumazenil e sulpirida quinze minutos antes do tratamento com o 2-AF no
teste das contorgbes abdominais induzidas pelo acido acético. No intuito de
aumentar as evidéncias da atuagdo do 2-AF na via adenosinérgica,
anteriormente relatada, foi realizado um estudo de docking molecular. O teste
da peritonite induzida por carragenina foi utilizado para avaliar o efeito anti-
inflamatorio do 2-AF através da avaliagdo da migracao celular e dos niveis das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1B no liquido peritoneal. Por fim, a
atividade antioxidante do 2-alilfenol foi determinada pelos testes da capacidade
antioxidante total, atividade sequestradora de DPPH, teste da atividade
sequestradora do radical hidroxila, teste da atividade sequestradora de
superoxido. O tratamento com o L-NNA, flumazenil e sulpirida ndo reverteram o
efeito antinociceptivo do 2-AF, descartando a participagdo dos sistemas
nitroxidérgico, GABAérgico e dopaminérgico no efeito antinociceptivo. Os
estudos de docking confirmaram afinidade entre o 2-AF e o receptor A2a, essa
interacdo pode estar relacionada a reducdo da producido de citocinas pro-
inflamatorias. Nos testes anti-inflamatérios, o 2-AF inibiu a migracdo de
leucdcitos via redugao dos niveis de TNF-a e IL-1B no teste da peritonite.
Apresentou uma alta capacidade antioxidante total sendo esta atividade
proporcionada através do sequestro de radicais superéxido, demonstrando que
sua atividade antioxidante também pode estar auxiliando no efeito anti-
inflamatdério e antinociceptivo. Diante dos resultados, torna-se evidente o
potencial clinico do 2-AF para o tratamento da dor e inflamacgao.

Palavras-chave: 2-alilfenol; fenilpropanoide; dor; inflamacao; anti-oxidante



ABSTRACT

ASSIS, D.B. Evaluation of antioxidant activity and mechanisms involved in
the antinociceptive and anti-inflammatory effects of 2-allylphenol. 2022.
103p. Tese (Pos-graduacédo em Desenvolvimento e Inovagéo Tecnoldgica em
Medicamentos) — UFPB / CCS, Joao Pessoa.

2-Allylphenol (2-AP) is a phenylpropanoid widely marketed in China
under the name Yinguo. Extracted from the exosperm of the Ginkgo biloba fruit,
2-AP has previously reported antibacterial, antitumor, antifungal and
antinociceptive activities. However, it is necessary to elucidate in more detail
the mechanism by which 2-AP promotes its antinociceptive effect, by in silico, in
vivo and in vitro methodologies. 2-AP was purchased from SIGMA (St. Louis,
MO, USA) and administration was carried out at doses of 50, 75 and 100 mg/kg
(i.p.) always thirty minutes before the performance of pharmacological tests. All
experimental procedures were previously approved by the CEUA - UFPB's
Committee on Ethics in the Use of Animals -, under certificate no. 4443051018.
The experiments started with the investigation of the antinociceptive mechanism
of 2-AP. To study the participation of the nitroxidergic, GABAergic and
dopaminergic systems, respectively, L-NNA, flumazenil and sulpiride were
administered fifteen minutes before the treatment with 2-AP in the test of
abdominal writhing induced by acetic acid. In order to increase the evidence of
the action of 2-AP in the adenosinergic pathway, previously reported, a study of
molecular docking was carried out. The carrageenan-induced peritonitis test
was used to assess the anti-inflammatory effect of 2-AP by evaluating cell
migration and levels of pro-inflammatory cytokines TNF-a and IL-1B8 in
peritoneal fluid. Finally, the antioxidant activity of 2-AP was determined by tests
of total antioxidant capacity, DPPH scavenging activity, hydroxyl radical
scavenging activity test, superoxide scavenging activity test. Treatment with L-
NNA, flumazenil and sulpiride did not reverse the antinociceptive effect of 2-AP,
ruling out the participation of the nitroxidergic, GABAergic and dopaminergic
systems in the antinociceptive effect. Docking studies confirmed an affinity
between 2-AP and the A2a receptor, this interaction may be related to the
reduction in the production of pro-inflammatory cytokines. In anti-inflammatory
tests, 2-AP inhibited leukocyte migration via reduced levels of TNF-a and IL-1f3
in the peritonitis test. It presented a high total antioxidant capacity, this activity
being provided through the scavenging of superoxide radicals, demonstrating
that its antioxidant activity may also be helping in the anti-inflammatory and
antinociceptive effect. In view of the results, the clinical potential of 2-AP for the
treatment of pain and inflammation becomes evident.

Keywords: 2-allylphenol; phenylpropanoid; pain; inflammation; antioxidant
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1. INTRODUGCAO

A dor desempenha papéis fisiolégicos importantes, alertando o
organismo para a presenga de estimulos danosos (WHITE; BHANGOO;
MILLER, 2005). O componente fisiolégico da dor € a nocicepgado, que é a
identificacdo de um estimulo térmico, mecanico ou quimico por transdutores
especializados ligados a fibras dos nervos periféricos, as quais transmitem
sinais ao sistema nervoso central (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

A dor pode ser classificada quanto as caracteristicas fisiopatoldgicas
(dor inflamatéria e dor neuropatica) ou quanto ao tempo de duragéo; dor aguda
(curta duragao) ou dor crénica (longa duragao) (KLAUMANN; WOUK; SILLAS,
2008). A dor pode ser persistente e incapacitante, se tornando um incobmodo na
vida dos pacientes, sendo uma das principais causa que leva a procura dos
servigos de saude (LEMOS, 2017; CORREIA, 2021).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) estdo
implicadas em varios processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo inflamagéo
e dor (SALVEMINI; DOYLE; CUZZOCREA, 2006). A producédo de EROs/ERNs
€ a sua alta reatividade quimica com biomoléculas, como proteinas, lipidios e
DNA, pode causar algumas alteragdes danosas, como a destruicdo das
membranas celulares por peroxidacao lipidica, bem como a desnaturacdo do
DNA (acido desoxirribonucleico), resultando em alteracbes da sintese de
proteinas e duplicagdo celular (FITO; LA TORRE; COVAS, 2007). Dessa forma,
substancias capazes de retardar ou inibir o efeito danoso dessas espécies
reativas podem ser promissoras para o tratamento e o alivio desses estados
patoldégicos, de modo que, podem se tornar potentes drogas analgeésicas e/ou

anti-inflamatorias.

Existem muitos desafios para o alivio/tratamento da dor, apesar do
avan¢o no desenvolvimento das terapias de controle da dor, ainda ha uma
caréncia de analgésicos potentes e com menos efeitos adversos o que torna a
pesquisa por medicamentos alternativos e complementares uma necessidade.
Grande parte dos medicamentos terapéuticos disponiveis para o tratamento da
dor, como os anti-inflamatorios ndo esterdides (AINEs) e os opiodides, séo
oriundos da fitoterapia (HEBERT; BARICE; HENNEKENS, 2014).
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O uso produtos vegetais para fins terapéuticos tém ocorrido de forma
crescente em todo o mundo. Os Oleos essenciais, que sao misturas de
produtos quimicos volateis extraidos de plantas, e seus principais constituintes
(monoterpenos e fenilpropanoides) tém se destacado por sua diversidade de
efeitos farmacologicos (DE SOUSA, 2011). Esses constituintes tém
apresentado diversas atividades biolégicas em modelos animais, incluindo a
atividade analgésica (SARMENTO-NETO et al., 2015). Além dos estudos in
vivo, a quimica computacional associada a bioinformatica também tem
conduzido o processo de desenvolvimento de novos farmacos com atividade
analgésica. Inclusive o docking molecular também pode ser utilizado como um
modelo preditivo para auxliar na elucidacdo do mecanismo de acdo de uma
droga analgésica (ASSIS et al., 2020).

Estudos tém elucidado a atividade antinociceptiva de diferentes
fenilpropanoides, como por exemplo, o eugenol (KURIAN et al., 2006), siringina
(US et al., 2015), e o anetol (RITTER et al., 2013). O 2-alilfenol (2-AF) também
€ um fenilpropanoide sintético, estruturalmente relacionado ao cardanol, timol e
orto-eugenol que apresenta estrutura similar ao ginkgol isolado do fruto ginkgo
(Gingko biloba L.) (ZHAOLI et al., 1995; MENG et al., 2007).

De acordo com dados do nosso grupo de Psicofarmacologia/UFPB
(ASSIS, 2016) o 2-AF promoveu antinocicepgao nos modelos de nocicepgao
quimica (teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético,
nocicepg¢ao induzida por glutamato e no teste da formalina), mas nao no
modelo de nocicepgao térmica (teste da placa quente), o que caracteriza um
perfil de resposta anti-inflamatéria com participagéo do sistema glutamatérgico
e adenosinérgico, sem o envolvimento direto do sistema opioide e dos canais
para K* ATP (ARAGAO NETO et al., 2019).

A partir destes resultados obtidos com o estudo mencionado acima, o
presente estudo teve o objetivo de investigar os mecanismos pelos quais o0 2-
AF promove seu efeito antinociceptivo, avaliando a atividade antioxidante e
caracterizando a resposta anti-inflamatéria. O aumento do conhecimento sobre
efeitos farmacolégicos do 2-AF podera despertar o interesse dos

pesquisadores para o desenvolvimento de um novo medicamento.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. Dor

De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(International Association for the Study of Pain — IASP), a dor é definida como:
‘“Uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a, ou
semelhante aquela associada a dano real ou potencial ao tecido" (RAJA et al.,
2020). De acordo com tal conceito a dor engloba dois componentes, um capaz
de causar dano perceptivel (nocicepgdo) e outro que induz um estado
psicolégico onde o individuo experimenta sofrimento ou desconforto
(denominado dor) (SNEDDON, 2019).

A dor é uma experiéncia pessoal que pode variar em intensidade,
qualidade e duragdo, podendo ser influenciada por fatores bioldgicos,
psicoldgicos e sociais. Dor e nocicepgao sao fendmenos diferentes, uma vez
que a dor ndo pode ser inferida apenas da atividade sensoriais dos neurbnios
(RAJA et al., 2020).

Apesar de a dor e a nocicepgdao serem considerados fendmenos
distintos, a dor de lesdo nao pode ocorrer sem nocicepcéo. A detecgdo do dano
€ a captagao do estimulo nocivo por transdutores especializados ligados as
fiboras Ad e C, nociceptores, os quais respondem a estimulos que ameacam
produzir lesbes ao organismo e transmitem essa informagdo aos centros
reflexos e ao sistema nervoso central para processamento. Estimulos nocivos
sao aqueles que podem ou causam danos aos tecidos, como temperaturas
extremas (<10°C e >40°C em mamiferos), alta pressao mecanica e produtos
quimicos, como acidos (DIOGO; SILVA, 2009; SNEDDON, 2018).

A dor pode ser classificada de acordo com a origem ou de acordo com a
duracdo. Quanto a duragdo, a dor pode ser considerada aguda ou crbénica. A
dor aguda possui um valor biolégico importante de preservagao da integridade
do individuo, pois caracteriza-se por um sintoma que alerta para ocorréncias de

lesdes no corpo, possui inicio subito, de facil localizagao, de duragao previsivel,
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limitada & area afetada (DIOGO; SILVA, 2009; VASCONCELOS; ARAUJO,
2018). Ja a dor cronica ocorre quando persiste por um tempo maior, e esta
associada a destruicdo tecidual, a processos patolégicos crénicos ou
decorrentes de lesbes do SNC (RAJA et al., 2020; TROUVIN; PERROT, 2019).

Com relagdo a origem, a dor pode ser classificada como nociceptiva,
neuropatica ou inflamatdéria. A dor nociceptiva ocorre por ativacdo direta e/ou
excessiva de nociceptores de tecidos cutaneos (dor somatica) ou profundos
(dor visceral). A dor neuropatica ocorre devido a alteragdes na estrutura e ou
funcdo dos nociceptores, resultante de lesdo seletiva do trato
neoespinotalamico (dor central) ou de lesées no sistema nervoso periférico (dor
periférica) (CARDOSO, 2012). Ha ainda a dor de origem inflamatoria,
sustentada pela sensibilizacdo dos nociceptores por mediadores inflamatorios,
levando a situagdes de hiperalgesia, caracterizada por dor exacerbada frente a
um estimulo nocivo, ou alodinia, caracterizada pela sensacido de dor
ocasionada por exposi¢ao a estimulos ndo nocivos (LOESER; TREEDE, 2008;
DOS SANTOS, 2013).

2.1.1. Fisiopatologia

Os aspectos que envolvem a neurofisiologia da dor podem ser divididos
didaticamente em quatro processos distintos: transducdo, transmisséao,

modulagao e percepgao (KELLY et al, 2001).

(1) Transducéo: essa etapa se refere a transformagdo de um estimulo
nocivo mecanico, térmico ou quimico em impulsos elétricos pelos neurdnios
sensoriais periféricos fisiologicamente especializados que respondem a
estimulos nocivos, a saber, nociceptores. Estas sado terminacbes nervosas
periféricas encontradas na maioria dos tecidos do corpo, incluindo pele, tecido
somatico profundo (por exemplo, musculos e articulagdes) e as visceras
(HUDSPITH, 2016; MOFFAT; RAE, 2011). Elas sdo excitadas apenas por
estimulos intensos, sugerindo que tenham propriedades biofisicas e
moleculares que as permitam detectar seletivamente estimulos nocivos. Os

nociceptores possuem canais ibnicos como TRP (receptores de potencial
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transiente), canais de sédio como os sensiveis a tetrodotoxina e receptores
acoplados a proteina G, que transduzem a energia do estimulo em potenciais
de agao para o axénio que conduz os estimulos até a medula espinal (WOOLF;
MA, 2007).

(2) Transmissao: refere-se a propagacéo do impulso elétrico do sistema
nervoso periférico até o sistema nervoso central. Os processos centrais dos
neurdnios aferentes primarios entram na medula espinhal através das raizes
dorsais, onde fazem sinapses com neurbnios de segunda ordem no corno
dorsal. Além disso, os axbnios descendentes do tronco cerebral fazem
sinapses no corno dorsal e modulam a transmissdo nociceptiva. Assim, um
estimulo essencialmente nocivo € capaz de estimular um nociceptor que
transduz o sinal gerando potencial de agdo que percorre pela fibra nociceptiva.
Essas fibras séo classificadas de acordo com suas caracteristicas anatémicas,
velocidade de condugéo, didmetro e grau de mielinizagao (JULIUS; BASBAUM,
2001; BASBAUM et al, 2009; BRIDGESTOCK; RAE, 2013; HUDSPITH, 2016).

Os nociceptores polimodais C estdo presentes em maior quantidade e
sdo sensiveis a ampla gama de estimulos nocivos mecanicos, térmicos e
quimicos. Apresentam condugéao lenta (<3 m / segundo) e estdo associados a
uma dor "em queimagdo" prolongada. Os Ad estdo associados a uma dor
"aguda" mais breve e apresentam uma condug¢do mais rapida (5-30 m /
segundo), sdo mielinizados e respondem a estimulos mecanicos e térmicos
(BRIDGESTOCK; RAE, 2013; HUDSPITH, 2016; MOFFAT; RAE, 2011).
Existem ainda fibras nociceptivas silenciosas (“silent” ou “sleeping”), que
compreendem uma proporc¢ao das fibras aferentes, que normalmente nao sao
responsivos a estimulos. No entanto, quando influenciados por mediadores
inflamatorios, apresentam atividade espontanea ou tornam-se sensibilizadas e
responsivas (JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al, 2009).

As fibras nociceptivas do tipo C podem ser classificadas em dois
grandes grupos: o primeiro € o grupo chamado de peptidérgica, o segundo
grupo é o de fibras C n&o-peptidérgicas. O grupo de peptidérgica expressam o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e neurotransmissores

peptidicos substancia P (SP), e também os receptores de tirosina quinase A
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(TrKA), que possuem alta afinidade ao fator de crescimento do nervo (NGF); O
grupo de fibras C ndo-peptidérgicas expressam o receptor P2X3, um subtipo de
canal ibnico sensivel ao ATP (BESSON, 1999; HUNT; MANTYH, 2001;
JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al, 2009).

As fibras sensoriais podem responder a diferentes estimulos e estao
presentes na cabegca e no corpo, tendo seus corpos celulares no ganglio
trigeminal ou no ganglio da raiz dorsal (GRD), respectivamente. Os impulsos
nervosos chegam através dos neurdnios aferentes primarios a substancia
cinzenta da medula espinal, especificamente no corno dorsal. A massa
cinzenta é subdividida em 10 |aminas. As laminas | — VI correspondem ao
corno dorsal. As fibras C e Ad terminam na lamina | (zona marginal) e 1amina Il
(substancia gelatinosa). Porém algumas fibras Ad também terminam na lIamina
V. Os interneurdnios excitatérios ou inibitérios que regulam o fluxo de
informacado nociceptiva estao localizados nas laminas V e VI. As células
sensiveis a estimulos indcuos, como por exemplo, um toque leve, mas nao a
estimulos nocivos, estdo presentes nas laminas Il e 1V; estes sdo conhecidos
como neurdnios de baixo limiar (LT) (BRIDGESTOCK; RAE, 2013; HUDSPITH,
2016; MOFFAT; RAE, 2011).

A informacao nociceptiva é transmitida do corno dorsal para estruturas
supraespinhais através de neurbnios de segunda ordem, que constituem as
vias ascendentes e fazem sinapse com os neurdnios aferentes primarios. Os
neurénios de segunda ordem e também interneurdnios localizados no corno
dorsal da medula espinal sdo ativados pela liberagdo de neurotransmissores
(como glutamato e SP) dos aferentes primarios, e este processo também é
mediado por canais de calcio e sodio (BESSON, 1999, JULIUS; BASBAUM,
2001, MILLIGAN; WATKINS, 2009).

A entrada nociceptiva para o corno dorsal é retransmitida para os
centros superiores do cérebro por meio de varias vias ascendentes. Dentre as
vias ascendentes (espinotalamica, espinoreticular, espinomesencefalica,
cervicotalamica e espinohipotalamica), a via espinotalamica € a mais

proeminente na propagacgao do estimulo nociceptivo, se origina dos neurbnios
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nas laminas | e V-VII. A maioria dos axbénios cruza localmente e sobe
contralateralmente. As células da lamina | desenvolve-se para a parte posterior
do nucleo ventromedial do tadlamo e medeiam a percep¢cao emocional
autonémica e desagradavel da dor. Os neurbnios nas laminas mais profundas
se projetam para o nucleo postero-lateral ventral do talamo e levando os
aspectos discriminativos da dor (BRIDGESTOCK; RAE, 2013; HUDSPITH,
2016; MOFFAT; RAE, 2011). Além disso, estruturas do sistema limbico estdo
envolvidas na resposta emocional e afetiva a dor, como diferentes areas da
amigdala e do hipocampo (Figura 1) (BESSON, 1999; JULIUS; BASBAUM,
2001; CALVINO; GRILO, 2006; PERL, 2011).

Figura 1: Via nociceptiva ascendente

Modulagha Coine dorial
descendente

Modulagio Ganglio da raiz
pscendante

eipinatalimice

Fonte: Adaptado de POSSO, I. P.; ROMANEK, R. M.; GATTO, 2012

(3) Modulagdo: a propagagdo do estimulo nociceptivo sofre
modificagdes através de mecanismos enddgenos, como a liberagdo de
neurotransmissores, mediada por interagdo entre neurdnios medulares e
impulsos das vias descendentes originadas no tronco encefalico e encéfalo. Ha
a participagdo de varios sistemas de neurotransmissores enddgenos, como

noradrenérgico, opioidérgico, serotoninérgico, adrenérgico, colinérgico,
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adenosinérgico, glutamatérgico e gabaérgico (MILLAN, 2002; OSSIPOV,
DUSSOR, PORRECA, 2010).

O organismo possui mecanismos intrinsecos de controle da dor, uma
vez que apos a estimulagao dos diferentes nucleos do talamo, os sinais podem
ser transmitidos para diversos locais do cértex sensorial somatico, hipotalamo,
amigdala, cerebelo e substancia cinzenta periaquedutal (SCPD). A modulagéo
da dor existe na forma de um circuito modulador descendente da dor com
entradas que surgem em varias areas, incluindo a amigdala, o hipotalamo e o
coértex cingulado anterior rostral (rACC), alimentando a SCPD do mesencéfalo,
e com saidas do SCPD para a medula. Neurénios dentro do nucleo magno da
rafe e do nucleo reticularis gigantocelular, que estdo incluidos na medula
ventromedial rostral (RVM), mostraram se ramificarem para o corno dorsal
espinhal ou medular para elevar direta ou indiretamente ou rebaixar o trafego
nociceptivo, alterando a experiéncia de dor. Esse circuito € responsavel pela
liberagdo de neurotransmissores no corno dorsal da medula espinal (com a
participagdo principalmente de serotonina e noradrenalina) que conseguem
promover inibicao da informagao nociceptiva. Assim, cada les&o induz um tipo
diferente de resposta devido a plasticidade do sistema nervoso (MILLAN, 1999;
MILLAN, 2002; VANEGAS; SCHAIBLE, 2004; JONES; DUNLOP, 2007;
OSSIPOV, 2012; OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010).

(4) Percepcéo: é a ultima etapa do processo de sinalizagdo nociceptiva
realizada no encéfalo, e esta relacionada a experiéncia fisica e emocional
provocada pelo estimulo nociceptivo. As areas do coértex somatossensorial
primario e secundario e coértex associativo, como o coértex parietal, estao
envolvidos na génese da percepcdo da dor como qualidade, localizagéo,
intensidade e duragdo. Os neurdnios do talamo projetam axénios para outras
areas do cortex envolvidas na resposta emocional a dor como o cértex frontal,
insular, e cingulado anterior, além de proje¢cdes para areas motoras. Eles
definem a percepgdo das caracteristicas somaticas do estimulo e séo
responsaveis pelos aspectos cognitivos e afetivos da sensagdo de dor
(CALVINO; GRILO, 2006; TRACEY; MANTYH, 2007; MOFFAT; RAE, 2011).
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2.2. Estresse Oxidativo

2.2.1. ERO/ERN

Os organismos aerobicos necessitam do oxigénio (O2) atmosférico para
sobreviverem, uma vez que o Oz é fundamental para a produgdo de energia
sob a forma de trifosfato de adenosina (ATP), por meio da cadeia respiratéria
da mitocéndria (GIROUD et al., 2013; KAPOOR et al., 2019; SONAM et al.,
2017). Embora seja essencial a vida, o O2 pode causar danos ao organismo
porque cerca de 5% do O:2 inalado segue uma via alternativa e é destinado a
producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), que podem ser
potencialmente téxicas (KIM et al., 2015). EROs e Espécies Reativas de
Nitrogénio (ERNs) sdo moléculas altamente reativas, formadas por oxigénio

e/ou nitrogénio. Elas podem ser de duas formas:

(A) Radicais livres — contém um ou mais elétrons desemparelhados. Ex:
anion superoxido (Oz), radical hidroxila (*OH), alcoxila (RO¢</LOe), peroxila
(ROO+/LOQOe), hidroperoxila (HOz¢), 6xido nitrico (*NO) e dioxido de nitrogénio
(*NO2).

(B) N&o radicais livres — nao contém elétrons desemparelhados, mas
sdo também altamente reativos. Ex: perdéxido de hidrogénio (H20:2), acido
hipocloroso (HCIO), ozdnio (Os), oxigénio singlete ('02), perdxidos lipidicos
(LOOH) e peroxinitrito (ONOO") (KIM et al., 2015; VALKO et al., 2007).

As fontes para a producdo de EROs/ERNs sdo tanto endégenas como
exdgenas. Entre as fontes enddgenas, esta a principal fonte de geragao dessas
espécies reativas, a mitocoéndria. Além desta organela, temos ainda os
peroxissomos, neutréfilos, eosindfilos e macréfagos, o citocromo P450, bem
como a via da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase. Ja
as fontes exogenas incluem: radiagbes ionizantes, metais iGnicos, xenobiodticos,
inseticidas, tabaco, infec¢gdes e alguns medicamentos, como os barbituricos
(KIM et al., 2015; MANI, 2015; SONG; RISKS, 2015).
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As EROs/ERNs tém um papel duplo, exercem tanto efeitos benéficos
como prejudiciais. Estas espécies reativas sdo produzidas normalmente pelo
metabolismo celular e seus efeitos benéficos ocorrem em baixas
concentragdes, tendo uma fungao fisioldégica na resposta celular a um agente
nocivo, participando da defesa contra agentes infecciosos, bem como nas vias
de sinalizacdo celular. No entanto, em altas concentragdes, as EROs/ERNs
tém efeito prejudicial, sendo responsaveis por danos causados as estruturas
celulares, como lipidios, proteinas e DNA (KAPOOR et al., 2019; KIM et al.,
2015)

2.2.2. Antioxidantes

O organismo dispde de mecanismos homeostaticos que promovem um
controle dos niveis de EROs/ERNs. As substancias capazes de retardar ou
inibir os efeitos prejudiciais da oxidagdo causada pelas espécies reativas séo
denominadas antioxidantes, que podem ser enzimaticos (superéxido dismutase
— SOD, glutationa peroxidase e catalase) ou n&o-enzimaticos (vitaminas C e E,
glutationa, carotenoides, flavonoides e outros) (GULCIN, 2020; KAPOOR et al.,
2019).

Um bom antioxidante apresenta varias caracteristicas, entre elas: atacar
preferencialmente os radicais livres; interagir com outros antioxidantes,
regenerando-os; ser rapidamente absorvidos; ter uma concentragao relevante
nos fluidos e tecidos biolégicos (VALKO et al., 2006). Além disso, um
antioxidante pode sequestrar as EROs/ERNSs, impedindo a continuidade das
etapas na cadeia de reacgdes destas espécies. Uma vez sequestrados, os
radicais livres sdo convertidos a espécies menos reativas (HUANG; OU;
PRIOR, 2005; KAPOOR et al., 2019).

Em condigdes normais, os antioxidantes controlam o efeito oxidativo das
EROs/ERNs, havendo um equilibrio nas concentragcbes destas espécies
reativas. No entanto, quando ha um desequilibrio neste balango, quer seja por
aumento de EROs/ERNs ou por diminuicdo de antioxidantes, ocorre o
chamado estresse oxidativo ou nitroxidativo (HUYUT; BEYDEMIR; GULCIN,
2017). Esse estresse devido ao acumulo de EROs/ERNs causa, entdo, injurias
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em diversas estruturas celulares (DNA, lipidios e proteinas) como mencionado

anteriormente.

2.2.3. Dor, Inflamacgao e Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo estd intimamente relacionado com o
desenvolvimento de uma série de doencas, entre elas, diabetes mellitus,
cancer, artrite reumatoide, dor e inflamagéo, envelhecimento, lesbes de pele,
bem como doengas neurolégicas (AKDEMIR et al., 2016; GULCIN, 2020;
HUYUT; BEYDEMIR; GULCIN, 2017).

O estresse oxidativo € consequéncia de um desequilibrio na proporgao
entre pro-oxidantes e antioxidantes na célula. O estresse oxidativo afeta
predominantemente o cérebro e essa vulnerabilidade € devido, principalmente,
ao intenso metabolismo aerdbico e perfusdo sanguinea, o que gera grande
quantidade de EROs/ERNs (HALLIWELL, 1992; PANFOLI et al., 2018).

EROs/ERNs estdo também associadas com o desenvolvimento de
estados de dor persistente, incluindo dor neuropatica e dor inflamatéria
(SALVEMINI et al., 1999; KIM et al., 2004; WANG et al., 2004; GAO et al.,
2007). Estudos mostraram que antioxidantes, como a vitamina E, sdo muito
eficientes em aliviar a hiperalgesia mecénica em ratos, num modelo de dor
neuropatica (KIM et al., 2004; YOWTAK et al., 2011). Os antioxidantes também
foram bastante efetivos na reducdo da hiperalgesia e de indicadores da
inflamacéao apds a injecdo de carragenina (WANG et al.,, 2004; GAO et al.,
2007; PEREIRA et al., 2021), capsaicina (LEE et al., 2007; SCHWARTZ et al.,
2009), e formalina (HACIMUFTUOGLU et al., 2006; SCHWARTZ et al., 2008),
por via intraplantar em ratos e camundongos, sugerindo a relagdo das EROs

com o desenvolvimento e manutencao da dor através de varios mecanismos.

Gao et al. (2007) demonstraram que EROs tem relagdo com a
neurotransmissado glutamatérgica, estando envolvidas no aumento da
fosforilagdo do receptor NMDA na medula espinhal em modelos animais de
dor, o que resulta na sensibilizagao central e, consequentemente, na dor, de

maneira rapida e reversivel.
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Ja Yowtak et al. (2011) demonstraram que EROs contribuem para a dor
neuropatica via neurotransmissdo GABAérgica, através da reducdo da
liberacdo espinhal de GABA. Contudo, o mecanismo fundamental pelo qual a
reducdo de EROs promove alivio da dor ainda ndo €& bem esclarecido
(SCHWARTZ et al., 2009).

Ja em relacdo a inflamacgao, é bem descrito que EROs/ERNs produzidas
em excesso estdo implicadas na fisiopatologia da inflamagao (KATAOKA et al.,
1997; MICKALAD et al., 2000; FERNANDES et al., 2003), inclusive, tem sido
sugerido que a atividade anti-inflamatéria dos AINEs pode ser, em parte,
devido a sua capacidade de interferir com as reacdes mediadas pelos radicais
livres (MAFFEI et al., 1993; BLASER et al., 2016; SOARES et al.,, 2019).

2.3. Limitagoes na terapia farmacolégica da dor

O tratamento farmacolégico para o controle da dor €& pautado

basicamente por trés grupos de drogas analgésicas:

) Analgésicos periféricos representados pelos anti-inflamatérios
nao esteroidais (AINES);

Os AINEs sao acidos orgénicos fracos que atuam principalmente nos
tecidos inflamados e se ligam, significativamente, a albumina plasmatica. O
mecanismo de acao dos AINEs, seus efeitos terapéuticos e colaterais resultam
principalmente da inibicdo da enzima cicloxigenase (COX), diminuindo a
sintese das prostaglandinas (PGs) e reduzindo a intensidade do processo
inflamatério (MONTEIRO et al., 2008; MURI; SPOSITO; METSAVAHT, 2009).
Os AINEs apresentam propriedades anti-inflamatérias, analgésicas e
antipiréticas. Sao principalmente indicados para o tratamento de doencas
reumaticas e n&o-reumaticas como, osteoartrite, artrite psoriatica e artrite
reumatoide. Também tem indicacdo para o tratamento de dor leve e moderada
devido as suas propriedades analgésicas prolongadas e diminuem a
temperatura corporal elevada sem provocar dependéncia quimica (MONTEIRO
et al., 2008; MURI; SPOSITO; METSAVAHT, 2009).
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Todos AINEs convencionais tém a tendéncia de causar efeitos adversos;
ao bloquear as enzimas COXs, os AINEs ocasionam por exemplo: efeitos
gastrointestinais como ulceragdo devido inibicdo das PGs protetoras da
mucosa gastrica. Além disso também promovem a inibicdo das PGs de efeito
vasodilatador, estimulando a vasoconstriccdo renal e diminuindo a taxa de
filtracdo glomerular, acarretando numa necrose tubular aguda. Por fim, a
inibicdo PGs ativam os linfécitos T que estimulam a liberagdo de citocinas proé-
inflamatoria, movimenta o acido araquidénico para a via das lipoxigenases,
expandindo a sintese de leucotrienos pro- inflamatérios e faz com que a
enzima lipoxigenase induz a permeabilidade capilar, causando assim
proteinuria por alterar a barreira de filtragdo glomerular (CASTEL-BRANCO et
al., 2013; SANDOVAL et al., 2017).

) Farmacos adjuvantes, como oS antidepressivos,

anticonvulsivantes, ansioliticos e antipsicoticos;

Os farmacos adjuvantes que s&o usados como analgeésicos,
particularmente para tratar estados dolorosos neuropaticos, que respondem
mal aos analgésicos convencionais. Esse grupo inclui os antidepressivos
triciclicos, particularmente imipramina e amitriptilina. Estes farmacos atuam
centralmente, inibindo captura da noradrenalina e sdo altamente eficazes em
aliviar dor neuropatica em alguns casos, porém podem apresentar alguns
efeitos adversos, como: boca seca, diplopia, constipacdo, sedacao, tontura,
nausea, insdnia, ganho ou perda de peso, tremores de extremidades e
palpitagbes. Antiepilépticos, como a carbamazepina e gabapentina sdo muitas
vezes eficazes na dor neuropatica (ABRANTES et al., 2008; COSTA et al,,
2007; BRASIL; BELISARIO FILHO, 2000).

l1l) Analgésicos de agao central como os opiodides.

O terceiro grupo sao os analgésicos de agao central tais como os
farmacos opidides, a exemplo da morfina e da codeina. Sao uteis no
tratamento de dor viscerais difusas, dores associadas ao cancer e na analgesia
pré e pos-cirurgica. O mecanismo de agao destes farmacos envolve a ativagéo

dos receptores opidides p (mu), d (delta) e k (kappa). O uso de opidides, como
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a morfina, em tratamento doloroso ¢é limitado pelos diversos efeitos
indesejados, e também o uso prolongado pode ocasionar tolerancia com
consequente redugao da analgesia em uma dose fixa. Outra desvantagem ¢é a
possibilidade de acarreta em sindrome de abstinéncia ao findar o uso
(MCDONALD; LAMBERT, 2013; MIZOGUCHI et al., 2012; SILVA, 2020).

2.4. Modelos animais para avaliagao do potencial antinociceptivo e anti-
inflamatoério de substéancias.

Levando em consideragao efeitos adversos dos farmacos disponiveis no
mercado, surge a necessidade do estudo de novos compostos com atividades
efetivas com menor potencial de toxicidade. A selecdo dos compostos
promissores dentro da atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria tem seu
inicio pela medicina popular seguida de avaliagdo quimica desses produtos. A
dor apresenta diferentes vias de sinalizagdo, o que faz com que seja
necessario a utilizacao de diferentes modelos experimentais que diferencie
uma possivel atividade nociceptiva de um composto por mecanismos centrais
ou periféricos (resposta inflamatoéria) (SILVA, et al. 2013; ALMEIDA, 2019).

Nesses casos o uso termo “dor” € mais voltado para seres humanos,
tendo vista que os animais sdo menos capazes de manifestar os componentes
subjetivos da dor. Logo, termos como nocicepg¢ao e antinocicepgado sao mais
adaquedos para animais (JONES, 1996).

Os principais modelos experimentais utilizados para avaliacdo da
atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria de substancias, s&o subdivididos
em modelos de nocicepgao por estimulos quimicos (contor¢cbes abdominais
induzidas por acido acético, teste da formalina, dor orofacial induzida pela
formalina, edema intraplantar induzido por carregenina, peritonite induzida por
carragenina), térmicos (teste de retirada da cauda, teste da placa quente) e
mecanicos (teste de Randall-Selitto, teste de Von Frey).

Essas metodologias sao bastantes utilizadas por serem modelos

simples, rapidos, confiaveis, reprodutiveis e sensiveis para farmacos com efeito
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antinociceptivo e/ou anti-inflamatorio (SILVA, et al. 2013; ALMEIDA, 2019). Um
exemplo disso podemos ver no artigo de revisdo de DE SOUSA (2011), no qual
€ relatado cerca de 40 trabalhos envolvendo a atividade analgésica de
constituintes de O6leos essenciais, em roedores. Desses 40 trabalhos, para
avaliacdo da atividade analgésica dos constituintes de 6leos essenciais, 62,5%
utilizaram o teste das contor¢cbes abdominais induzidas por acido aceético,
40,0% dos trabalhos o teste da formalina e 37,5% utilizaram o teste da placa

quente.
2.5. Docking molecular

O uso de abordagens in silico como quimioinformatica, modelagem
molecular e a inteligéncia artificial (IA) aumentou significativamente nas ultimas
décadas, considerando os recentes desenvolvimentos em tecnologia de
computador e o rapido aumento de dados estruturais, biolégicos e quimicos
disponiveis em um numero cada vez maior de alvos terapéuticos. As
abordagens in silico permitem a triagem virtual de milhdes de compostos em
um tempo acessivel, reduzindo os custos iniciais de identificagdo de acertos e
melhorando as chances de encontrar os candidatos a farmacos desejados
(PINZI; RASTELLLI, 2019) .

Atualmente, varias técnicas de modelagem molecular estdo disponiveis
para facilitar as tarefas de descoberta de drogas com potencial terapéutico,
bem como seus mecanismos de acido, a maioria delas sendo classificadas em

abordagens baseadas em estrutura e em ligantes.

O docking molecular esta entre um dos métodos in silico mais bem
sucedidos, baseados em estrutura, ajudando a prever as interagbes que
ocorrem entre moléculas e alvos biologicos. Este processo é geralmente
realizado primeiro prevendo a orientagdo molecular de um ligante dentro de um
receptor, o que ajuda a compreender como 0s compostos quimicos interagem
com seus alvos moleculares (PINZI; RASTELLI, 2019; SALMASO; MORO,
2018). A primeira etapa de um calculo de docking é obter a estrutura alvo, que

comumente consiste em uma grande molécula bioldgica (proteina, DNA ou
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RNA) tais macromoléculas podem ser obtidas do Protein Data Bank (PDB), que

fornece acesso a coordenadas atédmicas 3D (TORRES et al., 2019).

A técnica de docking molecular envolve a predicao da pose entre duas
moléculas (proteina-ligante ou proteina-proteina), dentro de um sitio de ligagao
direcionado de uma estrutura proteica, e a estimagdo do calculo da sua
afinidade de ligagao (KASTRITIS et al., 2011), com isso € possivel observar as
interagdes entre o ligante e os residuos pertencentes ao sitio de ligacdo do
receptor, como por exemplo, liga¢cdes de Hidrogénio e interagdes eletrostaticas
e de van der Waals. Em geral, existem dois objetivos principais em estudos de
docking: energia de afinidade do ligante pela proteina e correta predicdo da
pose do ligante (KITCHEN et al., 2004; PINZI; RASTELLI, 2019; TORRES et
al., 2019).

O método de docking precisa de dois componentes principais: o
algoritmo de busca e uma fungao de pontuagao (scoring). A primeira etapa € a
aplicacédo do algoritmo que representa pequenas espeécies quimicas (ligantes)
no sitio ativo de dada proteina, com o intuito de detectar a melhor pose do
ligante (TORRES et al., 2019).

Em segundo momento, sdo utilizadas fungbes de scoring que sao
designadas para predizer a atividade biolégica por meio da interagédo do ligante
com a proteina. Em suma, as fung¢des de scoring sao usadas para avaliar os
modos de interacdo entre o ligante e a proteina, direcionando a busca para

conformagdes de ligante com maior afinidade pelo receptor.

As funcgbes de scoring podem ser divididas em trés classes principais:
baseada em campo de forga, empirica e baseada em estruturas conhecidas
(WANG et al., 2003; HUANG et al., 2010). O método baseado em campo de
forca utiliza os campos de forga classicos e consiste no somatério de termos de
energia. Os métodos empiricos sdo baseados na correlagao da energia livre de
ligagdo com uma soma ponderada de variaveis nao relacionados. O método
baseado em estruturas conhecidas se baseia na analise estatistica da
interacdo de pares de atomos a partir do complexo proteina-ligante com
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estruturas tridimensionais disponiveis (PINZI; RASTELLI, 2019; SALMASO;
MORO, 2018; TORRES et al., 2019).

2.6. Produtos naturais como alternativa para o tratamento da dor

E continua a necessidade da busca por compostos que desempenhe um
papel terapéutico satisfatdério e com menos efeitos indesejaveis. Os produtos
naturais vém se destacando por apresentar diversos efeitos terapéuticos no
tratamento das mais variadas afecgdes, como por exemplo: a dor (ANDRADE
et al., 2020; MACEDO et al., 2019).

Os produtos naturais tém se destacado devido aos beneficios que
podem oferecer ao homem, tanto para subsisténcia como para comeércio e
desenvolvimento, tais como: medicamentos, alimentos, dleos, entre diversos
outros recursos (MACEDO et al., 2019). As plantas sao fontes de compostos
biologicamente ativos e sdo reconhecidas desde a antiguidade por seus efeitos
benéficos a saude (FIRMO et al., 2012; SCHREINER et al., 2012). O uso
recente de plantas como medicamentos envolveu o isolamento de compostos
ativos, como por exemplo, o isolamento da morfina do épio no inicio do século
XIX. A descoberta de drogas a partir de plantas medicinais levou ao isolamento
de drogas primitivas como cocaina e codeina, dentre outras (BALUNAS,
KINGHORN, 2005).

Dentre a grande variedade de produtos naturais existentes, apenas uma
pequena parcela tem suas caracterizagbes fitoquimica e potencial biolégico
estudado. A extracdo, o isolamento, a identificacdo e obtengcdo de analogos
estruturais dos metabdlitos biologicamente ativos, associado ao potencial
farmacolégico e o conhecimento toxicolégico sdo fundamentais para obtengao

de novos agentes terapéuticos (ALMEIDA, 2019).
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2.6.1. Oleos Essenciais

Dentre os produtos naturais, os Oleos essenciais, sdo extraidos de
plantas aromaticas constituidos de misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, com aroma acentuado e liquido, vém se destacando na ultima
década devido ao grande numero de propriedades biologicas apresentadas,
especialmente por seus constituintes, como; os terpenos e fenilpropanoides
que sao substancias volateis de baixo peso molecular presentes nos o6leos
essenciais (DE SOUSA, 2011; LEITE et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2014).

Em termos fitoquimicos, essas duas classes originam-se de precursores
diferentes e sdo sintetizados por rotas metabdlicas distintas. E sabido que os
terpenos representam a maior classe de constituintes dos 6leos essenciais, no
entanto, os fenilpropanoides, também estdo presentes em quantidades
significativas (SANGWAN et al., 2001). Dentre as atividades biologicas
apresentadas, podemos destacar; atividade anti-hiperglicémico, anti-
inflamatdria, analgésico, antitumoral, antiparasitarias, antimicrobiano,
antifungico e antiviral (DE SOUSA, 2011; LEITE et al., 2020; OLIVEIRA et al.,
2014).

2.6.2. Fenilpropanoides

Os compostos fendlicos de origem vegetal compéem um grande grupo
de metabdlitos secundarios de plantas com diversificagbes estruturais
consideravelmente ricas e com uma grande variedade de fungdes e atividades
bioldgicas (HARMATHA et al., 2011).

Os fenilpropanoides representam um grande grupo de compostos
organicos produzidos por plantas para protegé-las de infecgbes, radiagdes
ultravioletas e herbivoros. Eles sao sintetizados a partir do aminoacido
fenilalanina que é convertido em acido cinamico. O grupo acido carboxilico do

acido cinamico é reduzido, gerando os fenilpropanoides (SA et al., 2014).

Séao substancias volateis de baixo peso molecular que possuem grande

aplicabilidade na industria de perfumaria, em cosméticos, e em produtos
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alimenticios. Quimicamente os 6leos essenciais sdo compostos principalmente
de terpendides e fenilpropanoides, além de policetideos e poucos alcaldides
(DE SOUSA, 2011). Sao compostos contendo a unidade Cs-C3, ou unidade Ce-
C3-Cs combinada, e seus dimeros ou oligbmeros contém atomos de carbono
(HARMATHA et al., 2011).

Dentre as mais variadas atividades bioldégicas encontradas nos
felnilpropandides (DE SOUSA, 2011), a atividade antinociceptiva tem sido
frequentes em varios desses compostos, como; Orto-eugenol (FONSECA et
al., 2016), Eugenol (DANIEL et al., 2009), Metileugenol (YANO et al., 2006),
Alcool cindmico (ANDRADE et al., 2020), siringina (CHOI et al., 2004), anetol
(CHAINY et al., 2000).

2.6.3. 2-Alilfenol (2-AF)

O 2-AF é um fenilpropanoide amplamente comercializado na China sob
o nome de Yinguo. Quimicamente este composto apresenta estrutura (Figura
2) similar ao ginkgol isolado do fruto ginkgo (Gingko biloba L.) (ZHAOQOLI et al.,
1995; MENG et al.,, 2007). Apresenta atividade fungicida ja relatada na
literatura contra as espécies Botrytis cinérea, Rhizoctonia cerealis, Fulvia fulva,
Sporisorium reilianum, Physalospora piricola, Valsa mali, Magnaporthe oryzae,
Pythium aphanidermatum, uma vez que afeta a respiragdo e diminui os niveis
de ATP por um mecanismo ainda nédo descoberto (MENG et al., 2007; QU et
al., 2008; XIA et al., 2010).

O Ginkgo apresenta uma grande variedade de fitoquimicos, incluindo
alcanos, carboidratos, lipidios, carotendides, esterdis, benzenoides,
fenilpropanoides e flavondides. Os fenilpropanoides sao considerados um dos
principais componentes dentro dos metabdlitos secundarios das plantas, onde
cumprem varias fungdes bioldgicas. Dentre esses compostos esta o 2-alilfenol,
que é extraido do exosperma da fruta Ginkgo biloba, sendo este um composto

com atividade antibacteriana, antitumoral e antifangica (CHACON, 2019).
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Em B. cinérea, 2-AF inibe o patdgeno fungico pela indugéo de respiragéo
cianeto resistente, causando diminuicdo de ATP, e inibindo a respiragao
(GONG et al., 2009; CHACON, 2019).

O interesse pelo estudo do potencial antinociceptivo do 2-AF surgiu pela
observacdo da semelhanga estrutural desse fenilpropanoide com outras
moléculas da mesma classe e que apresentam efeito antinociceptivo ja
relatado na literatura, como é o caso do eugenol (KURIAN et al., 2006) e do
anetol (RITTER et al., 2013).

OH
/CHZ

Figura 2: Estrutura quimica do 2-AF

Diversos estudos tém sido desenvolvidos em grandes centros de
pesquisa, com o intuito de descobrir e comprovar as atividades bioldgicas de
constituintes isolados de varios Oleos essenciais de plantas utilizadas na

medicina popular.

De acordo com Assis (2016) o 2-aliifenol apresentou atividade
antinociceptiva nos testes das contor¢cdes abdominais induzidas por acido
acético, nocicepgao induzida por glutamato e na dose de 100 mg/kg
apresentou uma intensa analgesia na 22 fase do teste da formalina,
caracterizando este fenilpropanoide com uma acio antinociceptiva periférica,
semelhante a de farmacos anti-inflamatérios. Como prova disso, o 2-alilfenol
nao apresentou efeito no modelo de nocicepgdo térmica (teste da placa

quente), que avalia o envolvimento central da analgesia.
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No estudo do mecanismo de acgdo antinociceptiva do 2-alilfenol foi
elucidado que o mesmo exerce sua atividade antinociceptiva por meio do
sistema adenosinérgico, ndo envolvendo o sistema opidide nem os canais de
K* sensiveis a ATP (ASSIS, 2016). Entretanto outras vias envolvidas na
modulagdo da dor, precisam ser estudadas. Logo, torna-se fundamental a
continuidade da investigacao da elucidagao do seu mecanismo de agao neste
estudo, assim como avaliar uma possivel atividade anti-inflamatéria e
antioxidante do 2-alilfenol. O estudo in silico de possiveis alvos terapéuticos é
uma alternativa necessaria antes de procedimentos experimentais in vivo, uma
vez que permite uma rapida analise e compreensao dos possiveis mecanismos

moleculares envolvidos na atividade farmacoldégica.
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3. OBJETIVO
3.1. Objetivo Geral

e Avaliar os mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo do

fenilpropanoide 2-alilfenol.
3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o envolvimento dos sistemas GABAérgico, nitroxidérgico e
dopaminérgico no mecanismo de agao antinociceptivo do 2-alilfenol
em modelos animais de dor;

e Avaliar in silico o envolvimento do receptor A2a no efeito
antinociceptivo do 2-alilfenol;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria do 2-alilfenol quantificando os
niveis de TNF-a e IL-1PB.

¢ Avaliar a atividade antioxidante in vitro do 2-alilfenol;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Camundongos Swiss machos com trés meses de vida (25-35 Q)
provenientes da Unidade de Producdo Animal (UPA) da Universidade Federal
da Paraiba. Os animais foram expostos a condigcdes controladas de
temperatura (21 + 1° C), com livre acesso a uma dieta de racao tipo pellets
(Purina®) e agua disponivel em garrafas de polietileno. Mantidos em ciclo
claro/escuro de 12 horas. Todos os procedimentos experimentais foram
previamente aprovados pelo CEUA - Comiss&o de Etica no Uso de Animais da
UFPB -, sob a certiddo de n° 4443051018.

4.2. Substancia teste

O 2-alilfenol foi adquirido da SIGMA (St. Louis, MO, EUA). O veiculo
utilizado para solubilizacdo deste composto € o Tween 80 em uma solugao de
5% com salina. Conforme resultados obtidos em trabalhos anteriores (ASSIS,
2016), a DL50 do 2-alilfenol é 603 mg/kg e os tratamentos foram realizados nas

doses de 50, 75 e 100 mg/kg pela via intraperitoneal (i.p.).

4.3. Substancias Utilizadas

e 2-alilfenol (SIGMA, E.U.A));
Acido acético glacial (Reagen - Brasil);
e Agua destilada (IPeFarM/UFPB — Brasil);

e Carragenina (Sigma — E.U.A.);

e Dexametasona (Aché — Brasil);

e Etanol (IPeFarM/UFPB — Brasil);

e Flumazenil (Cristalia, Brasil);

e L-nitroarginina (L-NNA) (SIGMA, E.U.A.);

e Solugado Tampao Fosfato-Salino (PBS) (IPeFarM — UFPB);
e Sulpirida (Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda, Brasil);

e Tween 80 (Vetec — Brasil).



ASSIS, D. B. MATERIAIS E METODOS 44

Minutos antes do inicio dos experimentos, as substancias utilizadas
foram dissolvidas em salina e quando necessario, era adicionado Tween 80,
para facilitar a solubilizacdo. As doses foram calculadas de forma a possibilitar
a administracdo intraperitoneal de 0,1 mL/10 g de peso do camundongo, com
excegao da carragenina que foi injetada por via intraperitoneal na quantidade

de 300 uL e da dexametasona que foi administrada pela via subcutanea.

4.4. Condigcdes experimentais

Os testes foram realizados no Laboratério de Psicofarmacologia do
IPeFarM/UFPB, no periodo compreendido entre as 13:00 e as 17:00 h. No dia
anterior ao experimento, os animais foram separados em grupos de no maximo
6 animais por gaiola. Além disso os animais foram pesados e transferidos para
o local de realizagao dos testes, a fim de permitir sua ambientalizagdo e
minimizar o estresse provocado pela exposicdo a um novo ambiente, todos os
animais foram utilizados uma unica vez.

As bancadas metalicas e os aparelhos utilizados foram higienizados com
alcool 70%, entretanto, durante os testes, foi utilizado etanol com baixo teor
(10%), na tentativa de diminuir possiveis odores que pudessem interferir no
comportamento dos animais.

Os métodos in silico foram executados em parceria com o Laboratorio de
Quimioinformatica/lPeFarM-UFPB, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcus
Tullius Scotti.

As metodologias de avaliagdo da atividade antioxidantes foram
desenvolvidas em parceira com o Prof. Dr. Arthur Antunes Jacome Vidal do

Departamento de Bioquimica/UFRN.
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4.5. Avaliacao do mecanismo de agao antinociceptiva

Figura 3: Desenho Experimental.
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4.5.1. Participagao das vias Nitroxidérgica, Gabaérgica e Dopaminérgica
no efeito antinociceptivo do 2-AF

Com o objetivo de determinar o(s) mecanismo(s) de acao envolvido(s)
na atividade antinociceptiva do 2-AF, foi escolhida a dose de 75 mg/kg para a
avaliaggdo do efeito do composto frente a varios sistemas de
neurotransmissores envolvidos na modulagdo do processo doloroso. Esta dose
foi efetiva no teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético
(ASSIS, 2016), modelo escolhido para esta investigacdo. A reversdo da
propriedade antinociceptiva do composto por um antagonista especifico de
neurotransmissores de vias que modulam o processo doloroso foi o critério
adotado para a determinagcao do mecanismo de agdo do mesmo. As vias de
neuromodulagdo estudadas no presente trabalho foram: nitroxidérgica,
dopaminérgica e a gabaérgica.
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Descrito como um modelo classico de nocicepcéao inflamatdria visceral, o
teste das contor¢cbes abdominais induzidas pelo acido acético, consiste na
aplicagao intraperitoneal de uma solugdo de acido acético 1% provocando
irritacdo no peritbnio, promovendo uma resposta nociceptiva manifestada por
contor¢bes abdominais seguida de extensdo dos membros posteriores
(KOSTER et al., 1959).

Os animais foram divididos em grupos de seis, e cada grupo recebeu um
dos seguintes tratamentos: controle (Solu¢do de Tween 80, 5%), 2-alilfenol,
antagonista + controle e antagonista + droga-teste. O tratamento com os
antagonistas foi realizado 15 minutos antes da administracdo do 2-alilfenol na
dose de 75 mg/kg (i.p.) que foi uma dose intermediaria efetiva nos modelos
preliminares de analgesia (ASSIS, 2016), bem como no modelo das contor¢des
induzidas pelo acido acético.

Apods os tratamentos os animais receberam solugao de acido acético 1%
em agua destilada (0,1 mL/10 g) por via i.p. e colocados em caixas de
polietileno individuais, apdés 5 minutos da administragdo do acido acético, foi
contabilizado o numero de contorgdes abdominais apresentadas por cada
animal durante 10 minutos de observacdo. Uma reducgao significativa do
numero de contor¢bes quando comparada ao grupo controle foi considerada
como uma resposta antinociceptiva (NARAYANAN et al., 2000; BASTOS et al.,
2006). A reversdo da propriedade antinociceptiva do 2-alilfenol por um
antagonista especifico foi o critério adotado para a determinagdo do
mecanismo de agao do mesmo. As vias de sinalizacdo estudadas assim como

os antagonistas utilizados estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Ferramentas farmacoldgicas utilizadas para o estudo das vias de
sinalizagao envolvidas na possivel antinocicepgao mediada pelo 2-alilfenol.

Vias de sinalizagcao Antagonista
GABAérgica Flumazenil
(20 mg/kg, i.p.)
Nitroxidérgica L-NNA
(100 mg/kg, i.p.)
Dopaminérgica Sulpirida

(20 mg/kg, i.p)
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4.6. Estudo de Docking Molecular

A estrutura do 2-AF foi usada como arquivo para o software Marvin
14.9.1.0, 2014, ChemAxon (http://www.chemaxon.com). Foi usado o software
Standardizer [JChem 14.9.1.0, 2014; ChemAxon (http://www.chemaxon.com)]
para canonizar a estrutura, adicionar hidrogénios, realizar conversdes de
formas aromaticas, limpar o grafico molecular em trés dimensdes e salvar os

compostos no formato sdf (IMRE et al., 2003).

As estruturas do receptor de adenosina A2a humana em complexo com
o ligante endogeno (PDB ID 2YDO) e o agonista UKA (PDB ID 3QAK) foram
baixadas do Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)
(LEBON et al., 2011; XU et al., 2011). A estrutura do 2-AF foi submetida ao
docking molecular usando o software Molegro Virtual Docker, v. 6.0.1 (MVD)
(THOMSEN & CHRISTENSEN, 2006). Todos os compostos de agua foram
excluidos da estrutura da enzima, e as estruturas da enzima e do composto
foram preparadas usando as mesmas configuragdes de parametro padrao do
mesmo pacote de software (Fungdo de Score: MolDock Score; Avaliagdo de
ligante: ES interno, pontes de hidrogénio internas, torgbes Sp2-Sp2, todas
verificadas; Numero de execugdes: 10 execugdes; Algoritmo: MolDock SE;
Interagcbes maximas: 1500; Tamanho maximo da populagdo: 50; Etapas
maximas: 300; Fator de distancia do vizinho: 1,00; Numero maximo de

posicdes retornadas: 5).

O procedimento de docking foi realizado usando um GRID de 15A° no
raio e 0,30 na resolugao para cobrir o sitio de ligagao do ligante com a estrutura
do receptor de adenosina A2a. O algoritmo Moldock score [GRID] foi usado
como fungdo de score, e o algoritmo de pesquisa Moldock foi usado
(THOMSEN & CHRISTENSEN, 2006).

4.6.1. Interagdes na superficie molecular

Estruturas tridimensionais (3D) foram usadas como dados de entrada no
programa Volsurf+ v. 1.0.7, e foram submetidas a campos de interacéo

molecular (MIF) (CRUCIANI et al., 2000), para gerar superficies moleculares
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usando as seguintes sondas: N1 (sonda doadora de ligagdo amida nitrogénio-
hidrogénio), O (sonda aceptora de ligagdo carbonil oxigénio-hidrogénio), OH2

(sonda de agua) e DRY (sonda hidrofébica).

4.7. Avaliagao da Atividade Anti-inflamatoéria

4.7 1. Peritonite induzida pela carragenina

No intuito de investigar a possivel atividade anti-inflamatoria do 2-AF, foi
avaliado inicialmente seu potencial em diminuir a migracéo leucocitaria apos a
aplicacdo de um agente flogistico, através do método da peritonite induzida por
carragenina (GRISWOLD et al., 1987).

Para tanto, os animais foram divididos pelos seguintes grupos (n = 6) de
tratamento: salina (i.p.), veiculo (Tween 80, 5%, i.p.), 2-AF (50 e 100 mg/kg,
i.p.) e dexametasona (2 mg/kg, s.c.). Apos 30 min dos tratamentos, foi
administrado 300uL de carragenina (1%, i.p.) para indugdo da inflamacgéo
peritoneal, com excecdo do grupo salina. Apdés 4 horas, foi injetado na
cavidade peritoneal 2mL de PBS gelado na cavidade peritoneal dos
camundongos eutanasiados. O peritonio foi massageado por 30 segundos, € 0
liquido peritoneal foi aspirado e armazenado em tubos eppendorf. As amostras
foram diluidas com solugdo de Turk (1:15). Com o auxilio de uma pipeta
automatica, a amostra diluida foi inserida na Camara de Neubauer para
contagem dos leucocitos em um microscopio optico (FABRI et al., 2014). Os

resultados foram expressos em leucécitos/mL.

4.7.2. Dosagem de TNF-a e IL-1B no liquido peritoneal

Apos aspiracdo do liquido peritoneal dos animais tratados no
experimento da peritonite induzida por carragenina, o liquido foi centrifugado a
1500 rpm/5 min/4°C. O sobrenadante foi retirado para a medigdo de TNF-a e
IL-18 usando o kit de ELISA especifico seguindo as instru¢bes do fabricante
(Boster Biological Technology CO., Ltd, Pleasanton, CA, EUA). Os niveis de
citocinas foram calculados a partir de curvas padrao e expressos em picograma

por mililitro (pg/mL).
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4.8. Avaliagao da atividade antioxidante

Para avaliar a atividade antioxidante do 2-AF, foram adotadas, quatro
metodologias que se baseiam na capacidade de uma substancia sequestrar
radicais livres, através da interacdo direta de uma substancia com moléculas
reativas, convertendo os radicais livres em espécies menos reativas e,
portanto, mais estaveis (HOELZL et al., 2005).

4.8.1. Radical Hidroxila (*OH)

A formacdo do radical hidroxila (*OH) a partir da reagcédo de Fenton é
quantificada usando a degradagdo oxidativa do acgucar 2-desoxirribose
(LOPES; SCHULMAN; LIMA, 1999). O principio do teste é a quantificacao do
produto de degradacdo deste acgucar, o malonaldeido (MDA), pela sua
condensagao com o acido tiobarbiturico (TBA). Reagdes tipicas foram iniciadas
pela adicdo de Fe?* (FeSO4 6 mM concentragéo final) a solugdo contendo 5
mM de 2-desoxirribose, 100 mM de H202 e 20 mM de padrao fosfato (pH 7,4).
Para medir a atividade antioxidante do AP contra o radical hidroxila, diferentes
concentragdes do 2-AF (0,25 a 5 mg/mL) foram adicionadas ao sistema antes
da adicdo de Fe?*. As reagdes serdo realizadas por 15 minutos em temperatura
ambiente, e estacionadas pela adicdo de acido fosférico a 4% (v/v) seguido por
1% de TBA (v/iv, em 50 mM NaOH). As solugbes foram aquecidas por 15
minutos a 95 °C, e entao resfriadas em temperatura ambiente. A absorbancia
medida a 532 nm e os resultados expressos como percentagem de MDA
formado.

4.8.2. Radical 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH¢)

A atividade antioxidante é determinada através da capacidade do 2-AF
em sequestrar o radical estavel de nitrogénio organico o 2,2-difenil-1-picrilidrazil
(DPPHe) (Figura 4) (BRAND-WILLIAMS, 1995). Foi preparada uma solugéo
metanolica de DPPH- (3 mL, 4 x 107 mol/L) adicionada a 1 mL de 2-AF (0,25 a
5 mg/mL) ou a-tocoferol (Sigma, St. Louis, MO, EUA) (0; 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 15
pg/mL) dissolvido em metanol (SHIMADA et al., 1992).
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As leituras das absorbancias foram realizadas na faixa de 517nm apoés
30 min de reacdo em espectrofotdmetro de microplaca com incubacéo a 25°C.
O decaimento da absorbéncia das amostras (Aam) correlacionado ao
decaimento da absorbancia do controle (Ac) resulta na porcentagem de
sequestro de radicais livres (% SRL), que pode ser expressa através da
equacao:
% SRL - Ac-  Aam 100

Ac

Figura 4: Sequestro de radical DPPH por compostos antioxidantes

i Compostos i 3
— rE—
i Antioxidantes ) / \
' Radical DPPH DPPH Reduzido
2,2-difenil-1-picrilidrazil 2,2-difenil-1-picrilidrazina
e EE m-.
Fonte: Elaborada pelo préprio autor (2022).

4.8.3. Radical Anion superéxido (02")

O anion superoxido (O2~) € gerado pelo sistema xantina oxidase —
xantina e € detectado pela formagdo de um croméforo com azul de
nitrotetrazodlio (NBT) (Figura 5). Quando a enzima superoxido dismutase (SOD)
esta presente, a concentracdo do radical anion superoxido € reduzida,
decrescendo assim a formagdo do cromoforo, conforme esquema abaixo
(ROBAK e GRYGLEWSKI, 1988). A técnica foi realizada de acordo com Melo-

Silveira et al. (2014). Cada mistura contém 3 mL de tampéo fosfato a 50 mM
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(pH 7,8), metionina a 13 mM, riboflavina a 2 yM, EDTA 100 puM, NBT (75 uM) e
1 mL da solugéo de 2-AF (0,1; 0,25 e 0,5 mg/mL) ou acido galico (0,001; 0,01
mg/mL). Ap6s 10 minutos de iluminagdo com uma fonte de luz fluorescente, a
produ¢cdo de formazan azul foi monitorada a medida que a absorvéancia
aumentava até 560 nm. Todo o conjunto de rea¢des foram encerrados em uma
caixa revestida com papel aluminio. Tubos idénticos com a mistura de reagao

foram mantidos no escuro e utilizados como o branco.

Figura 5: Sequestro de radical superoxido por compostos antioxidantes
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor (2022).
4.8.4. Capacidade Antioxidante Total (CAT)

Este método se baseia na redugdo do molibdénio (Mo*6) a molibdénio
(Mo*9) ocorrida na presenca de substancias com capacidade antioxidante, e
com subsequente formagdo de um complexo verde entre fosfato/Mo*® em pH
acido (PRIETO et al., 1999). (Figura 6). O complexo fosfomolibdénio foi
formado a partir da mistura de acido sulfurico (H2SO4) 0.6 M, fosfato de sddio
(NasPO4) 28 mM e molibdato de amoénio ([NH4]eM07024.4H20) 4 mM. Foi
adicionado em tubos o 2-AF a solugéo reagente do complexo fosfomolibdénio.

Os tubos foram fechados e mantidos em banho-maria a 95 °C por 90 min. Apos
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resfriamento até temperatura ambiente, procedeu-se a leitura a 695 nm, em um
espectrofotdmetro para obtencdo das absorbancias, usando-se agua destilada
como branco. A capacidade antioxidante foi expressa em mg de &cido

ascorbico/g, descrito como equivalente de acido ascérbico (EAA/Q).

Figura 6: Redugéo do molibdénio (Mo*®) a molibdénio (Mo*°)
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor (2022).

4.9. Eutanasia

ApOs o periodo experimental, os camundongos foram pré-anestesiados
com acepromazina (4 mg/kg), e anestesiados com uma mistura de cloridrato de
cetamina (150 mg/kg) por via intramuscular e cloridrato de xilazina (11 mg/kg)
por via intraperitoneal, em dose suficiente para eliminar o reflexo corneal
(FARIA NETO; DOS SANTOS, 2008). Apos a auséncia do reflexo corneal,
administrou-se 2 mmol/kg de cloreto de potassio e os camundongos foram
eutanasiados por deslocamento cervical (Association American Veterinary
Medical — AVMA, 2013; DAMY et al., 2010). Todos os procedimentos desde o
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inicio do estudo até o momento de eutanasia foram realizados para evitar o

sofrimento, reduzir o desconforto e dor dos animais.

4.10. Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o método de Anadlise de
Variancia (ANOVA) “one-way” seguido do teste de Tukey ou Dunnett para
comparagao entre as médias. Os dados obtidos foram expressos como média
* erro padrao da média (e.p.m.), sendo os valores considerados significativos,

quando apresentassem um nivel de significancia (p) menor que 0,05.

Todos os dados obtidos foram analisados estatisticamente através do
programa GraphPad Prism, versdo 7.0 (GraphPad Sotware Incorporated, San
Diego, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliagao do mecanismo de agao antinociceptiva

5.1.1. Participagao das vias Nitroxidérgica, Gabaérgica e Dopaminérgica

no efeito antinociceptivo do 2-AF

Como pode ser observado na Figura 7, o 2-alilfenol (2-AF) na dose de

75 mg/kg foi capaz de reduzir (1,83 £ 1,2) significativamente (p<0,001) em

89,9% o numero de contorgdes abdominais quando comparado ao grupo
controle (18,2 + 1,9). As administragdes prévias de L-NNA (3 + 1,5), FLU (0,6

0,3) e SULP (3,1 £ 1,0), 15 minutos antes do 2-AF, nao apresentaram qualquer

diferenga significativa no comportamento nociceptivo quando comparados ao

grupo que foi tratado apenas com 2-AF (1,83 £ 1,2).

Figura 7: Efeito da L-nitroarginina (L-NNA, 100 mg/kg, i.p.), flumazenil (FLU, 20
mg/kg, i.p.) e sulpirida (SULP, 20 mg/kg, i.p.) sobre a atividade antinociceptiva

do 2-alilfenol (2-AF, 75 mg/kg, i.p.) no teste das contorcbes abdominais

induzidas pelo acido acético.
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Cada coluna representa média = e.p.m. (n=6) (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste

de Tukey) ***p<0,001 vs. Controle.
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5.2. Andlise do 2-AF em estudos de docking

Na cristalografia 2YDO, o 2-AF apresentou interacdo com residuos
criticos de treonina (Thr) 88 e asparagina (Asn) 253 (Figuras 8 e 9) formando
ligagdes de hidrogénio. Na cristalografia 3QAK, o 2-AF interagiu com residuos
criticos de histidina (His) 278 e serina (Ser) 277 (Figuras 10 e 11), também
formando ligagdes de hidrogénio. Valores de energia de adenosina: MolDock -
104,13 kd/mol e Rerank -90,46 (2YDO); 2-AF: MolDock -59,18 kJ/mol e Rerank
-52,83 (2YDO); UKA: MolDock -230,52 kJ/mol e Rerank -148,70 (3QAK); 2-AF:
MolDock -52,25 kJ/mol e Rerank -47,47 (3QAK). O logP calculado foi 2,77
(Figura 12).

Figura 8: Interacdes de ligacédo de hidrogénio para (a) adenosina, (b) 2-AF e
(c) 2-AF (sem molde) (PDB ID 2YDO). As linhas tracejadas azuis representam

as interagdes da ligagao de hidrogénio; linhas tracejadas marrons representam

confrontos estéricos.
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Figura 9: Melhores resultados de docking para adenosina (a) e 2-AF (b) no
sitio ativo A2a. As linhas tracejadas azuis representam as interagdes da ligagao
de hidrogénio; linhas tracejadas marrons representam confrontos estéricos. (c)
Conformagbes de ligagcao para 2-AF no sitio ativo do receptor de adenosina
A2a (PDB ID 2YDO). A superficie azul representa areas hidrofdbicas

favoraveis; a superficie vermelha representa areas hidrofilicas favoraveis.
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Figura 10: Interagdes de ligacédo de hidrogénio para (a) UKA, (b) 2-AF (PDB ID
3QAK). As linhas tracejadas azuis representam as interagbes da ligagdo de

hidrogénio; linhas tracejadas marrons representam confrontos estéricos.

Figura 11: Melhores resultados de docking para UKA (a) e 2-AF (b) no sitio
ativo A2a (PDB ID 3QAK). As linhas tracejadas azuis representam as
interacdes da ligacdo de hidrogénio; linhas tracejadas marrons representam

confrontos estéricos.
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Figura 12: Campos moleculares 3D grid do 2-AF com sonda DRY. Os
contornos verdes sdo regides hidrofobicas mostradas em -1.0 kcal mol”;

contornos azuis sao regides hidrofilicas a -2.0 kcal mol'.

5.3. Avaliagao da atividade anti-inflamatéria

5.3.1. Efeito do 2-AF no teste da Peritonite Induzida pela carragenina

O 2-AF administrado 30 min antes da carragenina (1%, 300 pL) diminuiu
a migracao de leucécitos nas doses de 50 e 100 mg/kg em 35,9% (7,9 + 1,6 x
108 leucocitos/mL) e 51,75% (5,8 + 0.8 x 108 leucocitos/mL), respectivamente,
quando comparados ao grupo veiculo (12,0 = 1,1 x 108 leucdcitos/mL) (p
<0,001). Como esperado, a dexametasona reduziu a migragao leucocitaria em
64,6% (4,3 = 1,4 x 108 leucdcitos/mL) (p <0,001) como pode ser observado na

Figura 13.
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Figura 13: Efeito do 2-alilfenol (2-AF, 50 e 100 mg/kg, i.p.) e dexametasona
(DEXA, 2 mg/kg, s.c.) sobre a migragéo leucocitaria total no teste da peritonite
induzida pela carragenina.
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Cada coluna representa a média £ E.P.M (n=6). Analise estatistica: one-way ANOVA

seguido do teste de Dunnett. * p <0,05; *** p <0,001 vs. Veiculo.

5.3.2. Efeito do 2-AF sobre as citocinas TNF-a and IL-1p.

Quatro horas apos a administragéo de carrageinana o 2-AF a 100 mg/kg
reduziu os niveis de TNF-a em 74,0% (172,2 + 93,2) quando comparado ao
grupo veiculo (662,5 + 42,5) (p <0,001). Assim como também reduziu os niveis
de IL-1B nas doses de 50 e 100 mg/kg em 45,8% (319,5 £ 69,1) e 63,4% (215,6
+ 35,4), respectivamente, quando comparado ao grupo veiculo (589,4 + 42,2)
(p <0,0001). Dexametasona reduziu os niveis de TNF-a em 99,8% (0,7 £ 0,8)
(p <0,0001), e IL-18 em 79,9% (117,9 £ 115,0) (p <0,001) (Figura 14A e 14B).
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Figura 14A e 14B: Efeito do Z2-alilfenol (2-AF, 50 e 100 mg/kg, i.p.) e
dexametasona (DEXA, 2 mg/kg, s.c.) sobre os niveis de TNF-a e IL-13 4h apds
a administracéo de carragenina.
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Cada coluna representa a média £ E.P.M (n=6). Analise estatistica: one-way ANOVA
seguido do teste de Dunnett. ** p <0,01; *** p <0,001 vs. Veiculo.
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5.4. Avaliagao da atividade antioxidante

5.4.1. Efeito do 2-alilfenol na atividade sequestradora do radical DPPH

O presente estudo demonstra a atividade sequestradora do radical
DPPH pelo 2-alifenol, em diferentes concentragdes (0,25; 0,5; 1; 2; 5 mg/mL).
Para a concentracdo de 0,25mg/mL ha uma porcentagem de atividade
sequestradora de 34,3%; ocorrendo uma diminuicdo da atividade para
concentragdes maiores, ndo havendo diferenga significativa entre elas (Tabela
2).

Tabela 2: Atividade sequestradora de radical DPPH do 2-AF (0,25;0,5;1;2e 5
mg/mL).

2-alilfenol (mg/mL) Sequestro de radical DPPH (%)
0,25 34,387
0,5 19,6 + 1,4
1 18 + 3,57
2 17,56+0,3
5 18,7+ 0,6

Andlise estatistica: one-way ANOVA seguido do teste de Dunnett. A inibicdo da
porcentagem de radicais DPPH foi calculada comparando o resultado obtido do 2-AF
pelo do controle (ndo tratado com 2-AF), através da seguinte equacao: atividade
sequestradora (%) = (1 - A1/40) x 100, onde AO é a absorbancia do grupo controle e
A1 do grupo 2-AF.

5.4.2. Efeito do 2-alilfenol na atividade sequestradora do radical hidroxila
(*OH)

No teste da atividade sequestradora do radical hidroxila pelo 2-alifenol,
na concentracdo de 0,5 mg/mL, ndo ha sequestro do radical hidroxila; no
entanto, nas demais concentracgdes (1,0; 1,5 e 2 mg/mL) houve um aumento da
atividade sequestradora do 2-alilfenol, sendo esta atividade muito baixa quando

comparado ao padrao acido galico (Tabela 3).
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Tabela 3: Atividade sequestradora de radical hidroxila do 2-AF (0,25; 0,5; 1; 1,5
e 2 mg/mL) e do acido galico (0,5 mg/mL).

2-alilfenol (mg/mL) Sequestro de Radical OH" (%)
0,5 -0,2 £ 0,02
1 1,7 £0,0°
1,5 4,0+0,32°b
2 6,1+0,02P
Acido Gélico (5 mg/mL) 97,5 + 3,2¢

Andlise estatistica: one-way ANOVA seguido do teste de Dunnett. & ¢ (p <0,0001) vs.
controle. Os resultados foram expressos em porcentagem de sequestro de radical
hidroxila (%) = ([Acontrole — Aamostra]/[Acontrole — Abranco]) x 100; Onde Acontrole:
absorbancia do tubo controle, Aamostra: absorbancia do tubo amostra e Abranco:
absorbancia do tubo branco.

5.4.3. Efeito do 2-alilfenol na atividade sequestradora do radical
superoxido (02’)

O 2-alifenol apresentou uma alta atividade sequestradora do radical
superoéxido, tanto que ele na concentragcado 0,1 mg/mL apresentou 88,4+ 4,2%
de sequestro. Com o aumento da concentragdo da amostra para 0,2 e 0,5
mg/mL foram encontrados indices de sequestro de 96,7 £ 0,2% e 96,1 £ 1,1%.,
respectivamente. Nao houve diferenca significativa do percentual de sequestro

entre as concentragdes testadas (Tabela 4).
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Tabela 4: Atividade sequestradora de radical superoxido do 2-AF (0,1; 0,25 e
0.5 mg/mL) e do acido galico (0,5 mg/mL).

2-alilfenol (mg/mL) Sequestro de Radical Oy (%)
0,1 88,4+42
0,25 96,7+ 0,1
0,5 96,0 + 1,1
Acido galico (5 mg/mL) 87,2+3,0

Analise estatistica: one-way ANOVA seguido do teste de Dunnett. Os resultados foram
expressos em porcentagem de sequestro de radical superdxido (%) = ([Acontrole —
Aamostra)/[Acontrole — Abranco]) x 100; Onde Acontrole: absorbancia do tubo
controle, Aamostra: absorbancia do tubo amostra e Abranco: absorbancia do tubo
branco.

5.4.4. Capacidade Antioxidante Total (CAT) do 2-alilfenol

A capacidade antioxidante total foi expressa em equivalentes de acido
galico (mg de acido galico/ g de 2-alilfenol). O 2-alilfenol apresentou um CAT
de 319,97 £ 0,38 mg/g.
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6. DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos pelo grupo de pesquisa da
Psicofarmacologia/UFPB (ASSIS, 2016), o 2-AF apresentou um efeito
antinociceptivo em modelos animais com participacdo do sistema
glutamatérgico e adenosinérgico, sem o envolvimento direto do sistema opioide
e dos canais para K* ATP (ARAGAO NETO et al., 2019). Logo, o inicio do
presente trabalho se deu pela continuidade do estudo do envolvimento de vias
de sinalizagdo no mecanismo antinociceptivo do 2-AF através do teste das
contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético, um modelo simples,
rapido e confiavel (SHINDE, et al., 1999), caracterizado por ser uma
metodologia de alta sensibilidade para substancias analgésicas centrais quanto
periféricas (VAZ et al., 1996; RAMEZANI; HOSSINZADEH; DANESHMAND,
2001; PERIMAL et al., 2010). A administragcdo de acido acético na cavidade
peritoneal promove ativagcdo nao seletiva de canais catidénicos e liberagao de
mediadores inflamatoérios, causando nocicepgao caracterizada por extensdes
das patas traseiras e contorgbes abdominais (KOSTER et al.,, 1959). Como
esperado, o tratamento com 2-AF reduziu o numero de contorgdes abdominais
induzidas por acido acético (ASSIS et al., 2016).

A investigagcao dos mecanismos de ac¢ao de psicofarmacos, geralmente,
€ baseada na interagdo farmacoldgica que ocorre entre receptores e ligantes
durante a transmissdo neuronal. Este estudo baseia-se na utilizacdo de
antagonistas farmacolégicos conhecidos, 0s quais, uma vez administrados
previamente, bloqueiam os efeitos decorrentes da ativacdo do receptor
especifico, impedindo que a substancia em estudo possa se ligar a este
receptor e promover sua agado. Caso a via de sinalizagdo bloqueada nao seja
um mecanismo usado pela substancia-teste, o efeito ndo sera alterado
(BENEDITO et al., 2013).

O primeiro sistema a ser investigado na antinocicepc¢éo induzida pelo 2-
AF foi a via L-arginina-oxido nitrico, tendo em vista que essa via exerce um
papel importante na modulacdo da nocicepcdo. Uma série de estudos
morfoldgicos, fisioldgicos e farmacoldgicos sugerem que o 6xido nitrico (NO)
participa do processo de nocicepgao (HALEY; DICKENSON; SCHACHTER,



1992; CURY et al.,, 2011). O mecanismo antinociceptivo do NO envolve a
formacéo de GMP ciclico, ativacdo de PKG e consequentemente abertura de
canais para K*. O NO medeia o efeito analgésico de varias drogas, incluindo
opioides, dipirona e alguns agentes anti-inflamatérios. Os mecanismos pelos
quais estes farmacos estimulam a producdo de NO ndo foram ainda bem
caracterizados (CURY et al., 2011). O NO exerce um duplo papel no processo
de nocicepcgédo, podendo atuar como molécula nociceptiva ou antinociceptiva a
depender de varios fatores, como dose utilizada, via de administracdo, pré ou

pos-tratamento e modelo experimental utilizado (CURY et al., 2011).

Os camundongos foram pré-tratados com o L-NNA, um inibidor da éxido
nitrico sintase, que nao foi capaz de reverter a antinocicepg¢ao produzida pelo
2-AF. Os resultados estdo de acordo com outros estudos que relacionam a via
do o6xido nitrico com a do canal de K+ sensivel ao ATP, uma vez que o
aumento do nivel de GMP ciclico provoca a abertura desses e posterior
transmissao nociceptiva (ENGLISH et al., 2006; VALE et al., 2007; WANG et
al., 2008). Esse achado corrobora com os dados de Assis (2016), no qual a
glibenclamida (antagonista dos canais de K+ sensiveis ao ATP), também ndo
foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo do 2-AF. Esses resultados se
complementam indicando o nao envolvimento da via nitroxidérgica na

antinocicepcao causada pelo 2-AF.

Em seguida foi investigada a participagdo do sistema GABAérgico no
efeito antinociceptivo do 2-AF. Estudos indicam que os receptores GABAA
estdo envolvidos na nocicepgao espinhal (LEE & RODGERS, 1991; GEAR et
al., 1997; HOLTMAN et al., 2003). Uma redugao no controle inibitério endégeno
mediado por GABAA no sistema nervoso central pode levar a hiperalgesia. A
potencializagdo da inibicdo sinaptica mediada pelo receptor GABAa por
benzodiazepinicos reverte o aumento patoldégico da sensibilidade a dor em
estudos com animais (GOLOVENKO et al, 2019). O flumazenil &€ um
modulador alostérico do receptor GABAa, antagonista seletivo da subunidade
a-1, o que determina sua utilizacdo para avaliagdo de mecanismos de drogas
nao s6 anticonvulsivantes como também analgésicas (KLOTZ & KANTO,
1988). Os camundongos foram pré-tratados o flumazenil, que n&o foi capaz de



reverter a antinocicepgao produzida pelo 2-AF. Esse achado sugere o nao

envolvimento da via GABAérgica na antinocicepgao causada pelo 2-alilfenol.

Por fim, a dultima via de sinalizacdo estudada foi o sistema
dopaminérgico, que é constituido por receptores D1, D2, D3, D4 e D5,
acoplados a proteina G. Possui varios antagonistas, dentre eles a sulpirida, um
antagonista de receptores do tipo D2 e o haloperidol, um antagonista nao-
seletivo, sendo este considerado um neuroléptico tipico. A relagao do sistema
dopaminérgico com a modulagédo da nocicepgao é demonstrada pela presenca
de receptores dopaminérgicos, principalmente do subtipo D2 e seu respectivo
RNAmM codificador em areas do corno dorsal. A presenga destes € mais
pronunciada na lamina |, mas também sdo encontrados nas laminas de II-VI.
Estudos de imunohistoquimica mostram que esses receptores estao
localizados em terminais centrais de fibras aferentes primarias, estabelecendo
a relagao entre o sistema dopaminérgico e o controle da dor (VAN DIJKEN, et
al.,1996). Os camundongos foram pré-tratados com a sulpirida, que nao foi
capaz de reverter a antinocicepg¢ao produzida pelo 2-AF. Esse achado sugere
que o efeito antinociceptivo causado pelo 2-AF nao é dependente da ativagao
dos receptores dopaminérgicos do tipo D2.

Assis (2016), avaliou a participagao do sistema adenosinérgico no efeito
antinociceptivo do 2-AF e verificou que quando houve administracao prévia da
cafeina, o 2-AF teve seu efeito antinociceptivo revertido em ambas as fases do
teste da formalina. A partir desses resultados foi sugerido que os receptores
A1, A2a e/ou A3 poderiam estar envolvidos no efeito antinociceptivo do 2-AF.
No intuito de aumentar as evidéncias da atuacdo do 2-AF na via
adenosinérgica, foi realizado um estudo de docking. A predicdo de estruturas
tridimensionais é de grande importancia em estudos de analise e planejamento
de farmacos, permitindo a utilizagdo de metodologias computacionais, como
docking molecular, a fim de avaliar a interagdo entre um ligante com uma dada
proteina. O uso de técnicas computacionais apresenta-se como uma poderosa
ferramenta para elucidar os aspectos envolvidos nos mecanismos dessas

interacoes.



Usando a cristalografia do receptor de adenosina A2a, foram observadas
interagdes do tipo ligacao de hidrogénio entre 2-AF e o residuo Asn 253. A
partir da estrutura cristalografica da adenosina (2YDO), o ligante é capaz de
formar duas ligagdes de hidrogénio com o residuo Asn 253, sugerindo a
relevancia dessa interagdo com o receptor. O agonista sintético (UKA), que foi
projetado especificamente para uma alta seletividade pelo receptor A2a (XU et
al., 2011), interage através dos residuos Asn 253, Thr 88, His 278 e Ser 277.
Quando comparado com UKA, foi encontrado na cristalografia 2YDO que o 2-
AF exibe interacbes com residuos de Asn 253 e Thr 88, e usando a

cristalografia 3QAK encontramos interagdes com residuos His 278 e Ser 277.

Em termos de polaridade (LogP 2.77), o 2-AF apresenta um carater
intermediario, seu equilibrio lipofilico/hidrofilico pode estar associado as suas
interagdes residuais, uma vez que Asn, Thr e Ser s&o portadores de grupos
polares e formam pontes de hidrogénio com a regido hidrofilica da superficie
molecular do 2-AF, representado pelo grupo hidroxila. Enquanto que a
conformagao do 2-AF dentro do sitio ativo indica que sua regido hidrofébica

esta acomodada dentro da proteina receptora.

O receptor A2a é expresso perifericamente nas células do sistema
imunologico e desempenha um papel fundamental no mecanismo da
inflamacao, sua ativacdo estd comumente associada a redugdo do processo
inflamatério (LORAM et al., 2007). Antonioli et al. (2014) relatou que
mecanismo anti-inflamatorio oriundo da ativacdo de receptores A2a, envolve
diminuicdo de multiplos mediadores pré-inflamatérios das células imunes. Tais
receptores também sao expressos em neurdnios pré e pos-sinapticos e células
gliais, sendo locais relevantes para a ocorréncia estimulos dolorosos
(MILLIGAN, ERIN & WATKINS, 2009). Loram et al. (2015) em varios modelos
experimentais, observaram atenuac¢ao da dor neuropatica usando um agonista
seletivo do receptor A2a, indicando que sua ativagdo causa redugdes na
producao microglial e astrocitaria de TNF-a. Corroborando esses achados,
Ravani et al. (2017) consideram os agonistas A2a como alternativas potenciais
para o tratamento da dor e da inflamagao em pacientes com artrite reumatoide.
Os estudos de docking confirmaram afinidade entre o 2-AF e o receptor A2a,



levando-nos a entender que essa interacdo pode estar relacionada a uma

possivel reducédo na producéao de citocinas proé-inflamatorias.

A dor é um dos sinais caracteristicos do processo inflamatério. Logo,
farmacos anti-inflamatérios podem ser utilizados para supressdo da dor em
doencgas inflamatdrias. Entretanto os efeitos indesejaveis provocados por esses
farmacos prejudicam o tratamento de longo prazo, como por exemplo o
surgimento de lesdes a mucosa gastrica que podem evoluir para ulceras. Por
esse motivo, estudos que investiguem novas opg¢ao para o tratamento da dor
no processo inflamatoério, com uma menor gama de efeitos adversos, se faz
necessario (TIELEMANS et al., 2014).

Uma vez que o 2-AF reduziu a fase inflamatoria do teste da formalina
(ASSIS, 2016), mais estudos foram realizados para confirmar essa possivel
atividade anti-inflamatéria, entre eles, o teste da peritonite induzida por
carragenina. A carragenina é um polissacarideo sulfatado linear derivado de
espécies de algas vermelhas (Rhodophyta) com propriedades inflamatorias
robustas e é frequentemente usada em modelos para rastrear moléculas com
atividade anti-inflamatéria. A administracdo de carragenina i.p. gera um
processo inflamatério no peritbnio caracterizado por migragéo de leucécitos e
extravasamento de fluido com participagdo de citocinas, &xido nitrico,
leucotrienos e PGE2 (LORAM et al., 2007). Os anti-inflamatérios esteroidais e
nao-esteroidais, apresentam eficacia no modelo da peritonite induzida por
carragenina, pois reduzem a migracao de leucocitos ao diminuir a produgao de
mediadores inflamatorios (ALMEIDA et al., 1980). Os resultados sugerem que
2-AF reduziu a migragcdo de leucdcitos induzida por carragenina, da mesma
forma como outros fenilpropanoides estudados, incluindo o eugenol, estragol,
o-eugenol, que mostraram reduzir a migracado celular estimulada por
quimiotaxia (TOBINAGA et al., 2012; ESTEVAO-SILVA et al., 2014; SILVA-
COMAR et al., 2014; FONSECA et al., 2016).

Os processos inflamatdrios do sistema nervoso central e periférico
desempenham um papel importante no desenvolvimento de varias condigcbes
patolégicas persistentes de dor (ZHANG & AN, 2007). A dor inflamatéria é

resultante da liberagdo de diversos mediadores inflamatérios, estando



relacionada a inflamagao decorrente de lesdo ou infeccdo tecidual. Tais
mediadores sao capazes reduzir o limiar de ativacdo dos nociceptores,
causando alodinia ou hiperalgesia (WOOLF et al., 2004). Varios mediadores
podem desencadear a dor inflamatdria, entre eles, podemos citar as citocinas,
prostaglandinas, fator de crescimento neuronal (NGF) e a bradicinina
(COLLINS, 1999; SCHOLZ & WOOLF, 2002). As citocinas sdo moléculas
sinalizadoras do sistema imunologico classificadas como proé-inflamatorias ou
anti-inflamatérias. Estudos relatam o envolvimento de citocinas pro-
inflamatdérias em processos patolégicos de dor, incluindo TNF-a e IL-1B, que
sao encontradas em niveis elevados em modelos animais de dor neuropatica.
A reducgéo de tais citocinas, tanto em modelos animais quanto em estudos
clinicos, demonstra uma redugdo na sensacao dolorosa (AZAB et al., 2016;
HUNG et al., 2017).

Segundo Moradi et al. (2014), o anetol possui um potente efeito inibitorio
na periodontite através da supressao de citocinas proé-inflamatérias, podendo
esse fenilpropanoide ser uma nova estratégia terapéutica para doencgas
inflamatdrias cronicas. O 2-AF diminuiu o0s niveis das citocinas pré-
inflamatérias TNF-a e IL-1B, corroborando este resultado com o de outros
fenilpropanoides (ANDRADE et al., 2014) como por exemplo o cinamaldeido
(CHAO et al., 2008; HO; CHANG; CHANG, 2013), o metileugenol (CHOI et al.,
2010), os fenilpropanoides do gengibre (NIEVERGELT et al., 2011) e o orto-
eugenol (FONSECA et al., 2016) que também reduziram os niveis de TNF-a e
IL-18, logo, podemos afirmar que esta redugao foi essencial para o efeito anti-

inflamatdrio provocado pelo 2-AF.

Em modelos de dor inflamatdrio realizados em animais foi possivel
verificar que o a-asarone (KIM et al., 2015), isoeugenol (PARK et al., 2007),
anetol (PONTE et al., 2012; RITTER et al., 2013) e o orto-eugenol (FONSECA
et al., 2016), promoveram efeito anti-inflamatério ao reduzir a expressédo e/ou
inibir a atividade do NF-kB, que é um fator de transcricdo capaz de induzir a
ativagdo de genes responsaveis pela produgdo de citocinas, quimiocinas e
moléculas de adesdo responsaveis pela imunidade inata e adaptativa
(GAMBLE et al., 2012). Tais resultados reforcam a hipotese de que



possivelmente o 2-AF, assim como outros fenilpropanoides, pode estar
reduzindo os niveis de TNF-a e IL-13 por meio da reducdo da expressdo ou
inibicdo da atividade de NF-kB. Para tanto, estudos complementares, devem

ser realizados para confirmacgao desse envolvimento.

Taylor et al. (1983) demonstraram que as espécies reativas de oxigénio
sdo extremamente importantes na regulagao da dor e inflamacéo, participando
da liberacdo de acido araquidbnico e subsequente formacao de
prostaglandinas. Podemos afirmar também que as EROs/ERNs estao também
associadas com o desenvolvimento de diferentes tipos de dor, incluindo dor
neuropatica e inflamatoria (SALVEMINI et al., 1999; KIM et al., 2004; WANG et
al., 2004; GAO et al., 2007). As substancias capazes de sequestrar os radicais
livres inibem todos esses efeitos. Estudos mostraram que antioxidantes, como
a vitamina E, sdo muito eficientes em aliviar a hiperalgesia mecénica em ratos,
num modelo de dor neuropatica (KIM et al., 2004; YOWTAK et al., 2011).
Levando isso em consideragao, estudos envolvendo o extrato de Ginkgo biloba
demonstraram sua eficacia na reducéo da dor e inflamagéo, agindo como um
sequestrador de radicais livres contra espécies reativas de oxigénio envolvidas
em processos inflamatoérios (HIBATALLAH et al., 1999).

O estresse oxidativo ocorre devido uma desregulagao entre o equilibrio
antioxidante e oxidante, em favor do aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio ou nitrogénio, levando a processos relacionados a
inflamagdo (ANANTHI et al., 2010). A atividade antioxidante do 2-alilfenol foi
determinada pelos testes da capacidade antioxidante total, atividade
sequestradora de DPPH, teste da atividade sequestradora do radical hidroxila,

teste da atividade sequestradora de anion superoéxido.

O teste da capacidade antioxidante total permite determinar a
capacidade antioxidante de compostos naturais (COSTA et al., 2011) e indica
um estresse oxidativo ou um possivel aumento da probabilidade deste estresse
acontecer (CAMARA et al., 2011). O 2-alifenol apresentou uma alta capacidade
antioxidante total, justificando a execugdo de metodologias diferentes para

determinar a atividade antioxidante desta substancia.



O teste do DPPH é amplamente aceito como ferramenta para avaliar
atividade antiradicalar de antioxidantes que é extremamente importante devido
os efeitos maléficos dos radicais livres em membranas biologicas (ANTIA et al.,
2015). No entanto, o ensaio de sequestro de radicais ABTS (2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico)) também pode ser uma opgao quando se
trata de amostras contendo compostos antioxidantes hidrofilicos, lipofilicos e
altamente pigmentados (MENGHINI et al., 2018).

No presente estudo, a atividade sequestradora do radical DPPH ocorre
em todas as concentragdes testadas, chegando a um maximo de 34,3% a 250
ug mL-', valor superior ao apresentado pelo cardanol, e que na mesma
concentragcdo também foi capaz de sequestrar 15,3% do radical DPPH
(MOODLEY et al., 2014). Oliveira et al. (2011) relataram que o cardanol,
(apresentando uma concentragdo inibitéria de 50% (ICso0) de 3,22 pg/mL) foi
muito ativo no teste DPPH e destacaram seu potencial antioxidante quando
comparado com os outros constituintes liquidos testados em cascas de
castanha de caju. Embora o 2-AF tenha demonstrado atividade sequestrante
do radical DPPH, ele foi muito mais discreto dentro de seus parametros de
comparagao.

O teste da inibicdo do radical hidroxila foi realizado pelo sistema Fenton
que € um gerador da reagao do ion ferroso e peréxido de hidrogénio (ZHANG
et al., 2010). O radical hidroxila € um dos mais reativos, e possui a capacidade
de destruir quase todas as moléculas da célula (BAJPAI et al., 2017). O 2-AF
inibiu a formacéo dos radicais hidroxilas de maneira concentracdo dependente
nas ultimas trés concentragbes testadas, alcangando o maximo de 6,15% de
inibicdo. Os fenilpropanoides podem ser usados em ferimentos na pele devido
a sua capacidade sequestradoras de radicais OH" produzidos pelos raios UV
(HIBATALLAH et al., 1999). Entretanto os resultados obtidos neste teste
indicaram que o 2-AF apresentou pouca capacidade de sequestro de radicais
hidroxila, e que, portanto, o0 mesmo n&o apresenta atividade antioxidante

satisfatéria para este tipo de radical livre.

Os radicais superoxido sado produzidos normalmente nas células e

exercem uma funcéo catalisadora para a formagao de varias outras espécies



de radicais. Devido a influéncia direta do radical superdoxido com varias
doencgas, a sua inibicdo é muito importante (BASAK & CANDAN, 2013). O 2-AF
apresentou uma expressiva porcentagem de inibicdo do radical superoxido em
todas as concentracdes testadas, obtendo um valor maximo de 96,73%, a 250
pMg/mL. Um estudo semelhante envolvendo o 6leo essencial de Ginkgo biloba,
por exemplo, observou a inibicdo desse radical superdoxido em 72,24% (BAJPAI
et al., 2017).

O anion superdéxido € uma ERO liberada por macréfagos e neutrofilos,
responsavel por ativar e sensibilizar neurénios nociceptivos, amplificando a
experiéncia da dor (CUNHA et al., 2005). Foi no teste de sequestro do radical
superéxido que o 2-AF apresentou o melhor desempenho, atingindo altos
percentuais de inibicdo em todas as concentragdes testadas. Os dados tornam-
se relevantes ao se examinar o potencial antioxidante em geral, uma vez que o
radical superéxido, € capaz de gerar outros tipos de radicais livres e agentes
oxidantes (FNDK et al., 2011). O sequestro desta ERO corrobora os resultados
observados nos testes anteriores e esta potencialmente relacionado com o

efeito antinociceptivo do 2-AF.

Por fim, este conjunto de dados sugere que o 2-AF apresenta atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria nos em modelos de nocicepgdo quimica e
inflamagcdo em camundongos, sendo proposto o envolvimento in silico dos
receptores A2a-adenosinérgicos assim como a redugdo da migragao
leucocitaria pela diminuicdo dos niveis de TNF-a e IL-1B. Além disso o 2-AF
apresentou uma alta capacidade antioxidante total, sendo capaz de sequestrar
o radical superoxido, demonstrando que sua atividade antioxidante pode estar
auxiliando no efeito anti-inflamatério e antinociceptivo.  Diante desses
resultados, torna-se evidente o potencial clinico do 2-AF para o tratamento da

dor e inflamagao.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, foi possivel concluir

que o 2-alilfenol:

e Possui um mecanismo de acao antinociceptivo que n&o envolve
as vias GABAérgica, dopaminérgica e nitroxidérgica.

e Possui interagbes com residuos criticos presentes no sitio ativo
do receptor de adenosina A2a, sugerindo agao agonista para este
subtipo de receptor.

e Diminuiu a migracdo de leucdécitos no modelo da peritonite
induzida por carragenina a partir da redugao das citocinas TNF-a
e IL-1B, sugerindo sua acgéo anti-inflamatoria.

e Apresentou uma alta capacidade antioxidante total sendo capaz

de sequestrar o radical superéxido.
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8. PERSPECTIVAS

Baseando-se nos resultados e conclusdes, ha varias perspectivas para a
realizacdo de estudos mais aprofundados a fim de melhor descrever o
mecanismo de agado do 2-alilfenol. Dessa forma, sdo propostas as seguintes

perspectivas para a continuagcédo dos estudos:

v Iniciar a realizagdo de estudos de toxicidade aguda, subcrbnica e
crénica do 2-alilfenol;

v' Investigar a participagdo da via de sinalizagdo da MAPK e NF-kB,
elucidando a relagdo desta via no efeito do 2-alilfenol em reduzir as
citocinas TNF-a e IL1-B;

v" Analisar a participagdo de canais idbnicos no mecanismo de agao através

de técnicas eletrofisiolégicas, como single sucrose gap e patch-clamp.

Levando em consideracao estes aspectos, sera possivel realizar estudos
clinicos com o 2-alifenol, de modo que este fenilpropanoide podera,
futuramente, ser um candidato em potencial a se transformar em uma opcao de
medicamento analgésico, contribuindo com o arsenal clinico para o tratamento

da dor atualmente disponivel.
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ANEXOS

Anexo | - CERTIDAO CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “AVALIACAD DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E DOS MECANISMOS ENVOLVIDDS NO EFEITO
ANTI-NOCICEPTIVO E ANTI-INFLAMATORIO DO 2-ALILFENOL.", protocolada sob o CEUA n? 4443051018 (o pacsss), sob a
responsabilidade de Reinaldo Nébrega de Almeida e eguipe; DAVIDSON BARBOSA ASSIS - que envelve a producao, manutengao
efou utilizacie de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesguisa cientifica ou
ensino - esta de acordo com os preceitos da Lel 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem
como com as normas editadas pefo Consetho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comisso de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paralba (CEUAJUFPE) na reunido de 07/12/2018.

We certify that the proposal "EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY AND THE MECHANISMS INVOLVED IN THE ANTI-
NOCICEPTIVE AND ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF 2-ALYLPHENOL.", utifizing 180 Heterogenics mice {180 males), protocel
number CEUA 4443051018 (o coossay, under the responsibllity of Reinaldo Nébrega de Almeida and team; DAVIDSON BARBOSA
AS5I5 - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Councii for Control of Animal Experimentation
{CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paralba {CEUA/UFPB) in the
meeting of 12/07/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 12/2018 a 12/2021 Area; Fisiologia E Patologia
Origem: Unidade de Producao Animal IPaFarM

Espécie: Camundongos heterogénicas sexo: Machos idade: 2 a3 meses N: 18O
Linhagem: Mus musculus - Swiss Pesn; 25a35¢g

Local do experiments: LABORATORIO DE PSICOFARMACOLOGIA (PsiFarm) da UFPE.

jodo Pessoa, 05 de jenho de 2020

C_@Lw ok e G Gonlos A4, Gl

Profa. Dra. Jailane de Souza Aquino Prof. Dr, Carlos Augusto Alanis Clemente
Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animals Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba
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DOS SANTOS; CASTRO, RICARDO DIAS; SCOTTI, LUCIANA; SCOTTI,
MARCUS TULLIUS; DE ALMEIDA, REINALDO NOBREGA. Antinociceptive
Activity of Chemical Components of Essential Oils That Involves Docking
Studies: A Review. Frontiers in Pharmacology, v. 11, p. 777, 2020.
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Antinociceptive Activity of Chemical
Components of Essential Qils That
Involves Docking Studies: A Review

Davidson Barbosa Assis |, Humberto de Camvaiho Aragdo Neto ", Diogo War da Forséca ”,
Humbarts Huge Nunes de Andrade ", Renan Marinho Braga', Nader Bagr”,

Maysra dos Santos Maia”, Ricardo Dias Castro', Liciana Scotf”, Marcuz Tullus Scort™
and Renaids Nobvega d'e Almeida '
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Introduction: Pan i= corsidersd an unplassant sensony and emotionsl sxpansncs, bang
considered &= one of the most mportant causes of human suferng. Computasonal
chametry sssocEtsd with bionformatics has stood out in'the process of developing new
drugs, through natural products, 1o manage thie condition.

Objective: To analyrs, through ersturs data, mcant molsculer coupling studiss on the
amtinocicepive activity of essental ok and monoterpanss.

Data source: Systanatic ssarch of he feratrs considemg the years of publicaions
batwesn 20056 and Decarber 2018, in the slecdronic daebases Pubvisd and Sgence
Direct

Eligibility Criteria: Wers considerad as ontens of 1) Bologcal actuity: non-climcal efiects
of an JF and/or monoErpanas on antindgceptine activty based on animd modeisand in
siico analyss, 2} studes with plant materal: chemcaly charactenzed sssartial ol and/ior
their congiruents Boleted, J) dinicd and non-cinica studies with in slico analyas to
Esasas antinocicepive activity, 4) aricles pubished in English, Exclugon oitaia wera
ieratrs ravew, report of case senes, metsanslEs, theses, desatations, and book
chapter

Resultss OF 16,006 arfcles, 16 ariciss fulfiled al the critana. Al sslacted shudies wera
mon-cirical The most prominent plant &miles used ware Asterscess, Euphorbiacess,
erbenaoese, Lamianess, and Lawracess. Among the phytochemicds stadisd wers o-
Tampinedl, 345-subaituted- 1,3, 4-oeadismb-2-4) -N'-[2-oxo- 1, 2-diydro-3H-indol-3-
yidems] propane hydraside, foyclodextin compisesd with cironsdial, (—-a-bisshoiol,
B-oychodestrin comphesed with famessaol, and p-Cymens, The softwanes used for docking
studies wers Moegro Vinual Docker, Syiyf™ Mile MDS, AutoDock Ving, Hex Protein
Drocking, and AuoDock 42 i PyRx 0.9, The moleculer toget/compiandss used wers
Nitic Chide Synthase, OOX-2, GuRE-5152, TRV, D complex, Caly, Call 4,
CaVsp, and CaVaas, 5-HT receptor, delta receptor, kappa receptor, and MU ()
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2-Allylphenad  (2-AP) i3 a synthaic phenylpmopancid, stochrally rebded 0 candaneal, thymel, and  onthoesugenol
P henndd propanaids are deseribed in the literatime a5 being capable of promoting ological adivity. Due o the similarity hetwesn
2-AP and other Hoactive phemylpmpanaids, the present msearch zins at evalinting the antioxidant, antinociceptive, 2nd amti
inflammainry potential of 2AP in silicn, i vitra, and in e, At 30min prior o the start of in wio pharmacological esting
administration of AP (25, 50, 75, and 100mglgip), mrphine (6 myikgip), dexamethosme {2 mgikg sc ), or vehicls alone
was perfirmed. In the acetic acid-induced ahdiminal writhing tests, pretreatment with 2-A P significantly ralnced the number
of atwbominal writhes, as wel as deceassd licking times in the gutamate and fommalin tests. Investigation of the mechaniom ol
action using the formalin model lal (o the condusion that the opioid sysem does not mriicpate in its adivity. However, the
adenpsinergic system it mvolval In the peribmiti tests, 2-AFP jnhibited lenkocyte migmtion and reduced relesses of
pranfbmmatory medizton THF-a and [L- 18 In vifo antioaddint assays demonatrated that 2-AP presents significant ability to
sequester supenmide Tadicals fn sificy dodking studies confirmed interadion hetween 2-AF and the ademosine A%a recphor
thmugh hydrogen bands with the critical asporgine 253 reviduwss present in the adive site. Investizgation of 2-AP demonstrated
its nociception ishibitm and ahility to redue reactive mxygen spacie. s interaction with A% recepinms may well be related 1o
prooffammatory oriekines THE -3 and IL- 18 reduction activity, commbarating its antinociceptive sffect.

1. Introduction The macerbated production of inflammstory mediators,

such as cytoldnes (THNF-a and [L-18), sensitizes andior acti

Nodception b the transmission of signals captured by free
nerve endings in response to poxious stimuly this stiemudus
& comverted Into electical signals that reach the spinal cond,
thabsrmes, and cerebral cortex [1]. Increased oocidative stress
and inflammuation are factos capable of amplifing pain.

vates nodceptive neurons. This sensitization initially occurs
in mocceptive neurons near injured tisswe, leading to
increases In paln sensation at the site [2, 3] Inflammatory
mediators induce recrultment of peutmophils responsble
for producing reactive axygen species (ROS), such as the
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